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1. Einleitung 
Diese Arbeit ist im Rahmen des Projektverbundes Transregio 67 (TRR67) angefertigt 
worden, der sich mit der Entwicklung und Erforschung von funktionellen Biomaterialien 
im Sinne artifizieller Extrazellularmatrix (aECM) zur Unterstützung des Heilungsprozes-
ses in Haut und Knochen befasst.  
Die folgenden Kapitel erläutern die wissenschaftlichen Grundlagen, die als Basis der Pla-
nung und Durchführung dieser Dissertation dienten. Zudem wird auf die Ursachen und 
Herausforderungen der Behandlung verschiedener Wundentitäten sowie deren Folgen 
eingegangen.  
 
1.1. Physiologische Wundheilung 
Eine Wunde ist definitionsgemäß der durch Zellschädigung hervorgerufene Kontinuitäts-
verlust von Körpergewebe (Susanne Danzer 2014).  
Durch jede Verwundung, z.B. der Haut wird ein Heilungsprozess in Gang gesetzt, mit 
dem Ziel die natürliche Hautbarriere wiederherzustellen und so den Körper vor Infektio-
nen sowie Blut- und Flüssigkeitsverlust zu schützen.  
Je nach Ausmaß und Schwere der Verletzung kommt es zu einer Restitutio ad integrum, 
also einer vollständigen Heilung oder einer Defektheilung mit Narbenbildung.  
Als Heilung per primam intentionem bezeichnet man eine zügige und komplikationslose 
Wundheilung, bei der keine oder nur eine geringe Narbe zurückbleibt. Voraussetzung 
hierfür sind adaptierte und infektionsfreie Wundränder, wodurch nur eine geringe Gewe-
benachbildung nötig ist.  
Als per secundam intentionem bezeichnet man einen Heilungsprozess mit ausgeprägter 
Entzündungsreaktion und einem makroskopisch sichtbaren Granulationsgewebe. Diese 
Art der Defektheilung findet sich bei größeren Wunden oder begleitender Infektion. Der 
Wundverschluss wird im Vergleich zur Primärwundheilung zeitlich verzögert erreicht 
und ist mit der Ausbildung eines ausgeprägten Narbengewebes assoziiert.  
Grundsätzlich werden jedoch bei beiden Formen die gleichen vier partiell ineinandergrei-
fenden Phasen der Wundheilung durchlaufen, die durch ein komplexes Zusammenspiel 
von zellulären und extrazellulären Komponenten gekennzeichnet ist. Direkt im Anschluss 
an das Verletzungsgeschehen beginnt die exsudative Phase, der sich die resorptive und 
proliferative Phase anschließen. Nach einer Woche setzt die Reparationsphase ein, die je 
  
2 
 
nach Schweregrad der Wunde 12 oder mehr Monate andauern kann (Böcker et al. 2012; 
Gurtner et al. 2008). Abbildung 1 veranschaulicht die zeitliche Abfolge der einzelnen 
Phasen und die Präsenz der jeweils beteiligten Zellen. 
 
 
 
Abbildung 1: Die zeitliche Abfolge der Wundheilungsphasen  
Quelle: Vgl. MacLeod und Mansbridge (2016)  
 
1.2. Phasen der Wundheilung 
1.2.1. Exsudative Phase 
Die exsudative Phase, dargestellt in Abbildung 2, beginnt unmittelbar nach dem Verlet-
zungsereignis. Durch den Kontinuitätsverlust in den Gefäßen sowie den dadurch beding-
ten Austritt von Blut werden Blutstillung und Blutgerinnung aktiviert. Es kommt zur Va-
sokonstriktion sowie zur Anheftung und Degranulation von Thrombozyten. Die dabei 
freigesetzten Mediatoren bewirken eine Verstärkung der Vasokonstriktion und die Akti-
vierung weiterer Thrombozyten (Thomas und Storey 2015). Gleichzeitig wird dadurch, 
verstärkt durch die Endothelschäden, die Gerinnungskaskade in Gang gesetzt. Throm-
bozyten binden über Adhäsionsmoleküle auf ihrer Oberfläche an das dabei gebildete Fib-
rin. Auf diese Weise bildet sich ein Thrombus, der als vorläufiger Verschluss den weite-
ren Flüssigkeitsaustritt verhindert und vor äußeren Einflüssen wie Infektionen schützt. 
Später dient er als Leitstruktur der Migration von Zellen und unterstützt so den Wieder-
aufbau des Gewebes (Speckmann et al. 2015). 
Thrombozyten sowie sich nahe der Wunde befindliche Keratinozyten und dermale Fib-
roblasten setzen chemoattraktive Substanzen frei, die zur Anlockung von 
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Entzündungszellen führen (Thomas und Storey 2015; Speckmann et al. 2015; MacLeod 
und Mansbridge 2016). Durch simultane Sekretion antimikrobieller Proteine schützen 
diese Zellen die Wunde auch vor Infektionen (Krijgsveld et al. 2000; MacLeod und Mans-
bridge 2016), bis nach etwa 6 Stunden die ersten Entzündungszellen - in erster Linie 
neutrophile Granulozyten- in das Wundgebiet einwandern (Bühling et al. 2008).  
 
 
 
Abbildung 2: Die exsudative Phase  
Quelle: Gurtner et al.  (2008)  
 
1.2.2. Resorptive Phase 
Mit dem Einwandern von Entzündungszellen, insbesondere von Monozyten, die sich in 
Makrophagen differenzieren, beginnt die resorptive Phase. Ausgetretenes Exsudat und 
nekrotisches Gewebe werden durch Phagozytose abgebaut sowie die Wunde von Konta-
minationen befreit. Die Umwandlung von pro-inflammatorischen M1 Makrophagen in 
anti-inflammatorische und regulatorische M2 Makrophagen charakterisiert den Übergang 
in die Proliferationsphase (MacLeod und Mansbridge 2016).  
 
1.2.3. Proliferationsphase 
Am Wundrand befindliche Keratinozyten beginnen zu proliferieren, wandern in das 
Wundgebiet ein und verschließen die Wunde mit einer zunächst noch dünnen Epithel-
schicht (Gurtner et al. 2008). Ebenfalls eingewanderte Fibroblasten werden, aktiviert 
durch Makrophagen, zu Myofibroblasten (Gurtner et al. 2008). Diese erleichtern den 
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Wundverschluss, in dem sie durch ihre kontraktile Aktivität die Wundränder einander 
annähern (Desmouliere et al. 2014). Zudem synthetisieren sie eine vorläufige Extrazellu-
larmatrix bestehend aus Prokollagen, Elastin, Proteoglykanen und Hyaluronsäure (Xue 
und Jackson 2015). Durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie „Vascular En-
dothelial Growth Factor“ (VEGF), Angiopoetin und „Transforming Growth Factor β“ 
(TGF-β) wird die Angiogenese stimuliert (Li et al. 2003). Die in das Wundgebiet ein-
sprießenden Kapillaren bilden zusammen mit zellulären und extrazellulären Komponen-
ten das Granulationsgewebe, das als Leitstruktur für das Einwandern weiterer Zellen fun-
giert. Es ersetzt das zu Beginn gebildete Fibringeflecht, das durch Matrixmetalloproteina-
sen (MMP) abgebaut wird, die von Fibroblasten, Keratinozyten und Entzündungszellen 
freigesetzt werden (Caley et al. 2015). Abbildung 3 zeigt schematisch die Vorgänge wäh-
rend der Resorptions- und Proliferationsphase.  
 
 
 
Abbildung 3: Die resorptive und proliferative Phase  
Quelle: Gurtner et al. (2008)  
 
1.2.4. Reparation/Regeneration 
Im Anschluss an die Epithelialisierung beginnt die Reparationsphase, die in Abbildung 4 
dargestellt ist. Die proliferative Aktivität der Zellen nimmt ab und das Granulationsge-
webe wird abgebaut, indem die meisten Endothelzellen, Makrophagen und Myofibroblas-
ten in Apoptose übergehen oder das Wundgebiet verlassen (Gurtner et al. 2008; Desmou-
liere et al. 1995).  
  
5 
 
Die neu gebildete extrazelluläre Matrix (ECM) wird reorganisiert, um die Stabilität der 
Wunde zu erhöhen. Es kommt zur Parallelausrichtung der Kollagenfasern und einer Ver-
netzung der verschiedenen ECM-Komponenten (Xue und Jackson 2015). In den folgen-
den Wochen und Monaten wird das zu Beginn dominierende Kollagen Typ III durch 
MMPs abgebaut und durch Kollagen Typ I ersetzt (Gurtner et al. 2008). Am Ende entsteht 
eine kollagenreiche, jedoch zellarme Narbe, die im Vergleich zu intaktem Gewebe maxi-
mal eine Stabilität von 80% erreichen kann (Xue und Jackson 2015). 
 
 
 
Abbildung 4: Reparation 
Quelle: Gurtner et al. (2008)  
 
1.3. Rolle der Fibroblasten während der Wundheilung 
Fibroblasten sind nahezu universell im menschlichen Gewebe zu finden und für den Auf- 
und Umbau der ECM verantwortlich. Je nach Gewebe unterliegt diese unterschiedlichen 
Belastungen, weshalb auch der Phänotyp und das Verhalten der Fibroblasten in den ein-
zelnen Geweben variieren können (Chipev und Simon 2002). 
In der Haut sind Fibroblasten vor allem in der Dermis, der unteren Hautschicht, angesie-
delt. Dort stellen sie zusammen mit der von ihnen synthetisierten ECM die Hauptbestand-
teile dar.  
Nach einer Verletzung regen der Kontinuitätsverlust sowie die dadurch auf das Gewebe 
wirkende Zugspannung eine Gewebsreaktion aus. Ortsständige Zellen und einwandernde 
Immunzellen schütten eine Vielzahl von Botenstoffen aus, die die Fibroblasten dazu an-
regen zu proliferieren, in das Wundgebiet einzuwandern und sich zu Myofibroblasten zu 
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differenzieren (Werner et al. 2007; Portou et al. 2015). Je größer dabei der Zug auf die 
Wunde ist, desto früher und höher steigen die Level der Myofibroblastenmarker an (Hinz 
et al. 2001). Dieser aktivierte Fibroblasten-Phänotyp ist gekennzeichnet durch die Bil-
dung von Stressfasern aus α-Smooth Muscle Actin (α-SMA), die ihn zur Kontraktion der 
Wunde befähigen. Zudem bilden sie enorme Mengen an Kollagen (Rolin et al. 2014; 
Eckes et al. 2006). Beides unterstützt die Stabilisierung der Wunde und führt zur Ab-
nahme der Zugspannung. Hat diese ein bestimmtes Niveau erreicht, leiten die meisten 
Myofibroblasten die Apoptose ein, das Granulationsgewebe bildet sich zurück und die 
Reorganisation des Gewebes beginnt (Grinnell et al. 1999). Im Wundgebiet verbleibende 
Fibroblasten sind durch Synthese von MMPs und deren Inhibitoren maßgeblich an letzt-
genanntem Prozess beteiligt (Xue und Jackson 2015).  
Neben der Neubildung und Umstrukturierung der beschädigten ECM, die auch als „Re-
modelling“ bezeichnet wird, übernehmen Fibroblasten noch weitere Aufgaben. Sie un-
terstützen durch Freisetzung von Botenstoffen die Epithelialisierung und Angiogenese 
(Werner et al. 2007; Newman et al. 2011). Darüber hinaus können sie - vermittelt durch 
„Toll-like-Rezeptoren“ (TLR) auf ihrer Oberfläche - an Bestandteile von Erregern ando-
cken. Das Binden von diesen „pathogen associated patterns“ an einen TLR führt zur Frei-
setzung von Immunzytokinen, die Entzündungszellen anlocken und eine Immunreaktion 
auslösen (MacLeod und Mansbridge 2016; Portou et al. 2015).  
Fibroblasten nehmen während des Wundheilungsprozesses eine Schlüsselrolle ein, indem 
sie durch komplexe Interaktionen mit einer Vielzahl von Zellen an der Regulation ver-
schiedener Prozesse, von Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Kontakten beteiligt sind (Caley et 
al. 2015). Bei unzureichender Funktion wird der Wundverschluss nicht oder nur verspätet 
erreicht (McGee et al. 2013; Caskey et al. 2014), bei einer Fehlfunktion kommt es zu 
einer überschießenden Bildung von ECM, die makroskopisch als hypertrophe Narbe oder 
Keloid imponiert (Kendall und Feghali-Bostwick 2014). Ihre zentrale Rolle sowie die 
unkomplizierte Gewinnung und in vitro Kultivierung prädisponieren Fibroblasten als Zel-
len zur modellhaften Untersuchung von Wundheilungsprozessen. 
 
1.4. Einfluss ausgewählter Zytokine auf die Wundheilung 
Zytokine sind lösliche Polypeptide, die nach einem auslösenden Ereignis freigesetzt wer-
den und über die Bindung an Rezeptoren auf der Oberfläche ihrer Zielzellen eine Signal-
übertragung und Kommunikation zwischen verschiedenen Körperzellen ermöglichen 
(Löffler und Petrides 2003).  
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Während des gesamten Wundheilungsprozesses werden sie von den unterschiedlichsten 
Zellen synthetisiert und sezerniert. Sie übernehmen mannigfaltige Aufgaben wie die Re-
gulation von Proliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose von Zellen. Sie be-
einflussen die Inflammationsreaktion sowie den Aufbau und das „Remodelling“ der 
ECM. Zwei im Hinblick auf die Wundheilung extensiv untersuchten Zytokine sind der 
TGF-β und der „platelet-derived growth factor“ (PDGF). Eine Fehlsteuerung dieser 
Wachstumsfaktoren kann eine chronische Wunde oder die Ausbildung einer pathologi-
schen Narbe zur Folge haben. 
 
1.4.1. Transforming Growth Factor β (TGF-β) 
Von TGF-β sind drei Isoformen bekannt (TGF-β 1-3). Sie werden in einer inaktiven Form 
(latent-TGF-β) sezerniert und können erst nach einer Aktivierung durch Thrombospon-
din, Integrine, MMPs oder Plasmin an die jeweiligen Rezeptoren binden. Nach Bindung 
an den TGF-β-Rezeptor 1 bzw. 2 lagern sich diese zu einem Dimer zusammen und akti-
vieren hauptsächlich den „Small Mothers Against Decapentaplegic“-Signalweg 
(SMAD). Dieser beeinflusst diverse Gene, wodurch die vielfältigen Wirkungen von TGF-
β zu erklären sind (Finnson et al. 2013).  
Im Folgenden soll vor allem auf das in der Arbeit verwendete TGF-β 1 eingegangen wer-
den.  
Wenige Sekunden nach einem traumatischen Geschehen werden große Mengen an TGF-
β 1 bei der Degranulation von Thrombozyten freigesetzt (Finnson et al. 2013). Im weite-
ren Verlauf übernehmen vor allem Keratinozyten, Makrophagen, Lymphozyten und Fib-
roblasten die Produktion und Sekretion (Barrientos et al. 2008).  
TGF-β 1 hat zu Beginn der Wundheilung pro- später anti-inflammatorische Wirkung. 
Direkt im Anschluss an das Verletzungsereignis freigesetztes und aktiviertes TGF-β 
lockt Entzündungszellen wie unter anderem Monozyten an (Barrientos et al. 2008; 
Finnson et al. 2013). Nach der Migration in das Wundgebiet beginnen die Monozyten 
TGF- β -induziert mit der Produktion von Wachstumsfaktoren und der Differenzierung 
zu Makrophagen (Finnson et al. 2013; Wahl et al. 1987). Nachdem das Wunddebride-
ment durch die Entzündungszellen abgeschlossen ist, drosselt TGF-β die Produktion 
von Superoxiden, die zur Bekämpfung von Erregern freigesetzt werden (Tsunawaki et 
al. 1988; Barrientos et al. 2008; Gao et al. 2005). Die pro-inflammatorischen M1-Mak-
rophagen wandeln sich unter dem Einfluss von TGF-β, Interleukin 4 und Interleukin 10 
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in einen vorherrschenden immunsuppressiven M2-Makrophagen-Phänotyp um (Mia et 
al. 2014).  
TGF-β erleichtert die Epithelialisierung durch Veränderung der Integrin-Rezeptoren, 
wodurch sie sich in einen migratorischen Phänotyp umwandeln. Dieser Effekt ist jedoch 
nur bei wachsenden Kolonien zu beobachten und nicht bei solchen, die bereits stratifiziert 
sind (Zambruno et al. 1995). Hier kann TGF-β 1 ausgewählte Gene zur Proliferation von 
Keratinozyten inhibieren und so zur Gewebshomöostase beitragen (Coffey, JR. et al. 
1988). 
Bei der Ausbildung des Granulationsgewebes spielt TGF-β 1 durch Initiierung der Angi-
ogenese sowie der Stimulation von Migration und Differenzierung von Fibroblasten eine 
bedeutende Rolle (Roberts et al. 1986; Finnson et al. 2013; Desmouliere et al. 1993). Mit 
der Einwanderung von Fibroblasten in das Wundbett und deren Umwandlung zu Myo-
fibroblasten beginnt die Neusynthese der ECM. TGF-β 1 induziert unter anderem die 
Synthese von Fibronektin, einem ECM-Protein, das von Zellen als Leitstruktur bei der 
Migration genutzt wird (Hocevar 1999; Clark et al. 2003; Stoffels et al. 2013).  
Am „Remodelling“ der neu synthetisierten ECM ist TGF-β 1 durch Regulation verschie-
dener MMPs (Yuan und Varga 2001; Ravanti et al. 1999; Saed et al. 2000) sowie von 
Lysyloxidasen beteiligt. Letztere stabilisieren die ECM und damit die Wunde durch Er-
zeugung von Querverbindungen zwischen den Kollagenfasern (Finnson et al. 2013; Lau 
et al. 2006; Boak et al. 1994) 
TGF-β 1 ist aufgrund seiner vielfältigen Aufgaben für alle Phasen der physiologischen 
Wundheilung sowie für den Aufbau und die Aufrechterhaltung der Gewebshomöostase 
bedeutsam. Da dieser Wachstumsfaktor besonders wichtig für die adäquate Funktion von 
Fibroblasten während der Wundheilung ist, fand er in dieser Arbeit für die modellhafte 
Untersuchung der Funktionalität einer Cryogel-Matrix Anwendung. 
 
1.4.2. Platelet Derived Growth Factor (PDGF) 
Zur Familie der PDGFs gehören die Faktoren PDGF-AA, -AB, -BB, -CC und -DD. Kurz 
nach einer Verletzung werden sie von Thrombozyten, später auch von Makrophagen, Ke-
ratinozyten, Lymphozyten und Fibroblasten freigesetzt (Barrientos et al. 2008).  
Der PDGF-Rezeptor zählt zu den Tyrosinkinaserezeptoren. Die Bindung eines seiner Lig-
anden führt zur Dimerisierung mit einem weiteren PDGF-Rezeptor und Autophosphory-
lierung, wodurch die Tyrosinkinasen aktiviert werden. Auf diese Weise können unter-
schiedliche Proteine rekrutiert und hauptsächlich die folgenden vier Signalkaskaden in 
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Gang gesetzt werden: die Mitogen-aktivierte-Proteinkinase-(MAPK)-Kaskade, der Ja-
nuskinase/Signal Transducer and Activators of Transcription(Jak/STAT )-Signalweg, die 
Phosphatidylinositol-3-Kinase-(PI3K)-Kaskade sowie die Phospholipase-C-γ-(PLC-γ)-
Kaskade (Löffler und Petrides 2003).  
Zusammen mit anderen Faktoren aktiviert PDGF durch Stimulation der Einwanderung 
von Entzündungszellen die Inflammation. Gleichzeitig wirkt PDGF einer überschießen-
den Entzündungsreaktion entgegen, in dem es die die Konzentration des Entzündungs-
mediators Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) reduziert (Gowda et al. 2015). Auf noch un-
geklärte Art und Weise schützt die Anwesenheit von PDGF in und um das Wundgebiet 
angesiedelte Zellen vor Wasserstoffperoxid, das beim „oxidative burst“ zur Bekämpfung 
von Erregern durch neutrophile Granulozyten freigesetzt wird (Gao et al. 2005).  
Ortsständige Fibroblasten werden durch PDGF zur Sekretion des Wachstumsfaktors „ke-
ratinocyte growth factor“ stimuliert. Dieser induziert die Proliferation von Keratinozyten, 
wodurch die Epithelialisierung erleichtert wird (Wang et al. 2010). PDGF ist am Aufbau 
des Granulationsgewebes beteiligt durch Initiierung der Angiogenese (Rodriguez et al. 
2013) sowie der Stimulation von Proliferation und Migration von Fibroblasten (Barrien-
tos et al. 2008; Pierce et al. 1991). Die anschließende Differenzierung in Myofibroblasten 
wird dabei neben TGF-β 1 auch durch PDGF beeinflusst (Glim et al. 2013).  
Über die Aktivierung von Fibroblasten, die Stimulation der extrazellulären Kollagensyn-
these und die Regulation der Expression von MMPs und anderer beim Umbau beteiligter 
Faktoren fördert PDGF sowohl den Aufbau der ECM als auch deren Reorganisation (Bar-
rientos et al. 2008; Gao et al. 2005; Jinnin et al. 2005; Gowda et al. 2015; Rodriguez et 
al. 2013; Porsch et al. 2014b; Li et al. 2007; Kim et al. 2014; Thomopoulos et al. 2005).  
Die Applikation von PDGF-BB beschleunigt die Wundheilung bei normalen als auch i-
schämischen Wundverhältnissen und wurde unter dem Namen Becaplermin bzw. Re-
granex für die Therapie chronischer Wunden von der FDA zugelassen (Barrientos et al. 
2008; Gowda et al. 2015; Food and Drug Administration 2008). Diese Eigenschaften ma-
chen PDGF-BB als Stimulans in einem in vitro Wundheilungsmodell interessant, weshalb 
seine Wirkung auf Fibroblasten auch in dieser Arbeit untersucht wurde.  
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1.5. Rolle der ECM während der Wundheilung 
Die ECM macht einen Großteil der Dermis aus und füllt den Interzellularraum. Sie wird 
hauptsächlich durch Fibroblasten produziert und besteht aus Kollagenfasern, Glykopro-
teinen wie Fibronektin, Glykosaminoglykanen wie Hylauronsäure, Proteoglykanen und 
Elastin (Xue und Jackson 2015). 
Sie ist für die Stabilität des Gewebes verantwortlich, in dem sie die Ausbildung und Auf-
rechterhaltung von Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Kontakten reguliert. Darüber hinaus ist 
sie an der Regulation von Proliferation, Differenzierung und Adhäsion der Zellen im 
Wundgebiet sowie dem Übergang in die Apoptose beteiligt (Xue und Jackson 2015).  
Während der Wundheilung dient die neu synthetisierte ECM als Grundgerüst für die Ein-
wanderung von Zellen, stabilisiert die Wunde und ist am Ende Ziel des „Remodellings“ 
(Xue und Jackson 2015).  
Matrixkomponenten und Degradationsprodukte von ECM Bestandteilen üben einen di-
rekten Einfluss auf die umgebenden Zellen aus. Neben der Initiation von Signalwegen in 
den Zellen, bindet die ECM im Sinne eines Reservoirs Wachstums- und Gewebefaktoren. 
Auf diese Weise werden die Faktoren gleichmäßiger freigesetzt und können gezielter wir-
ken (Xue und Jackson 2015; Briquez et al. 2015). Die Freisetzung sowie der Ab- und 
Umbau der ECM werden unter anderem durch MMPs katalysiert (Xue und Jackson 2015; 
Caley et al. 2015).  
Im Folgenden soll auf die Komponenten Kollagen, Hyaluronsäure sowie auf die MMPs 
eingegangen werden.  
 
1.5.1. Kollagen 
Kollagen ist der Hauptbestandteil der ECM in der Dermis und hauptverantwortlich für 
die Stabilität und Zugfestigkeit der Haut. Es sind 28 Isoformen bekannt, von denen sich 
vor allem Kollagen Typ I (80%) und III (15%) in der Haut finden (Xue und Jackson 
2015). 
Drei Kollagenmoleküle bilden eine Helix, von der sich mehrere wiederum zu einer Kol-
lagenfibrille zusammen lagern. Die Synthese und Organisation sind abhängig von der 
Funktion von Fibroblasten, verschiedenen Gewebsfaktoren und Lysyloxidasen, sowie der 
Interaktion mit anderen Matrixbestandteilen (Xue und Jackson 2015; Orgel, J. P. R. O. et 
al. 2006; Kim et al. 2014) 
Während der reparativen Phase wird das zunächst dominierende Kollagen Typ III durch 
Kollagen Typ I ersetzt. Die damit einhergehende Parallelisierung der Kollagenfasern ist 
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ein entscheidender Schritt während der Reorganisation und trägt zur Stabilisierung der 
Wunde bei (Finnson et al. 2013; Lau et al. 2006; Boak et al. 1994) 
In chronischen Wunden ist die Konzentration von Kollagen erniedrigt (Caskey et al. 
2014), maßgeblich hervorgerufen durch eine anhaltende Entzündungsreaktion (De-
midova-Rice et al. 2012b) und Sekretion von MMPs (MacLeod und Mansbridge 2016). 
Die pathologische, überschießende Narbenbildung ist gekennzeichnet durch die Persis-
tenz von Myofibroblasten und eine exzessive Synthese von Kollagen (Desmouliere et al. 
2014).  
 
1.5.2. Hyaluronsäure und Hyaluronsynthasen 
Hyaluronsäure (HA) ist ein Glykosaminoglykan, das aus tausenden von Disaccharidein-
heiten der Monomere D-Glucuronsäure und N-Acetylglucosamin aufgebaut ist. Die Ein-
heiten werden durch Enzyme den sogenannten Hyaluronsynthasen (HAS) polymerisiert, 
von denen es bei Vertebraten drei Isoformen (HAS 1-3) gibt (Weigel et al. 1997; Varki 
2009). Die Produktion erfolgt hauptsächlich durch Fibroblasten, die durch verschiedene 
Faktoren, darunter auch PDGF, dazu stimuliert werden (Kim et al. 2014; Li et al. 2007). 
HA ist ein wichtiger Bestandteil des Bindegewebes der Haut. Wegen ihrer Eigenschaft, 
große Mengen an Wasser binden zu können, ist sie für die Elastizität der Haut mitverant-
wortlich (Xue und Jackson 2015).  
Im Wundheilungsprozess erfüllt HA noch weitere Aufgaben. Die dafür notwendige Sig-
nalübermittlung erfolgt vor allem über Bindung an den Cluster of Differentiation 44 
(CD44) -Rezeptor. Die Wirkung ist dabei abhängig vom Molekulargewicht. Bei Neusyn-
these ist die HA-Kette sehr lang bzw. das Molekulargewicht hoch (>106 Da). Im Verlauf 
unterliegt sie verschiedenen Abbaumechanismen (enzymatisch, durch UV-Strahlung o-
der reaktive Sauerstoffspezies) und wird dadurch kürzer. Daher ist es plausibel, dass 
kleine HA-Ketten als Gefahrensignale die Wundheilung beschleunigen, während unver-
sehrte, langkettige Moleküle die Differenzierung und Homöostase des Gewebes fördern.  
HA-Fragmente stimulieren nach einer Verletzung die Freisetzung von Chemokinen durch 
ortsständige dermale Fibroblasten, die zur Anlockung von Entzündungszellen führen 
(Vistejnova et al. 2014). Leukozyten binden mit ihrem CD44-Rezeptor an HA, beginnen 
an der Gefäßwand entlangzurollen bis sie ihre Geschwindigkeit so gedrosselt haben, dass 
sie in das Wundbett einwandern können. Dieser Prozess wird durch Scherkräfte, wie sie 
im Wundgebiet vorliegen, erleichtert (Christophis et al. 2011). Langkettige HA-Moleküle 
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agieren als Gegenspieler, indem sie die Proliferation von Entzündungszellen und die Frei-
setzung von inflammatorischen Mediatoren inhibieren (Schimizzi et al. 2006).  
HA ist ein wichtiger Regulator bei der Bildung des Granulationsgewebes und der Re-
Epithelialisierung. Über den CD44-Rezeptor stimulieren kleine HA-Fragmente die 
Proliferation von Keratinozyten und führen zu einer erhöhten Hautdicke, während große 
Fragmente vor allem die Differenzierung von Keratinozyten fördern (Bourguignon et al. 
2013). HA aktiviert die Ausbildung neuer Blut- und Lymphgefäße (Gao et al. 2010) sowie 
die Proliferation, Migration, Adhäsion und Funktion von Fibroblasten (David-Raoudi et 
al. 2008; Meran et al. 2008; Tolg et al. 2014). In Abhängigkeit von der Kettengröße vari-
iert der stimulierende Effekt auf die Produktion von TGF-β 1 und 3 sowie von Kollagen 
Typ I und III (David-Raoudi et al. 2008).  
In pathologischen Narben wie beispielsweise den Keloiden findet sich eine verminderte 
Konzentration an HA und eine reduzierte Expression von HAS (Sidgwick et al. 2013). 
Bereits mehrere Studien konnten belegen, dass die Applikation von HA als Wunddressing 
zu einem verbesserten Resultat in der Wundheilung führt (Neuman et al. 2015). Eine 
Wundauflage bestehend aus einem HA-Derivat ist bereits unter dem Namen Hyalomatrix 
auf dem Markt erhältlich (Anika Therapeutics 2016).  
 
1.5.3. Matrixmetalloproteinasen 
MMPs sind calciumabhängige und zinkhaltige Enzyme, die beim Ab- und Umbau der 
ECM beteiligt sind. Es gibt beim Menschen 28 Isoformen, die in sechs Gruppen unterteilt 
werden können: Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, Metalloelastasen, membran-
ständige Metalloproteinasen und Sonstige. 
Über die Degradation der ECM werden biologisch aktive Fragmente, sowie Zytokine und 
Wachstumsfaktoren freigesetzt. Auf diese Weise beeinflussen MMPs Zell-Zell und Zell-
Matrix-Kontakte (Caley et al. 2015).  
Die Konzentration von MMPs ist in der unverletzten Haut sehr gering und steigt nach 
einer Verletzung an. Die MMPs werden von Keratinozyten, Fibroblasten, Endothelzellen 
und Entzündungszellen sezerniert, die zuvor von diversen Faktoren aktiviert wurden (Xue 
und Jackson 2015; Caley et al. 2015) 
Im Folgenden soll vor allem auf die in dieser Arbeit untersuchte Matrixmetalloproteinase 
1 (MMP-1 bzw. „human fibroblast collagenase“) eingegangen werden. MMP-1 hat die 
Fähigkeit die Substrate Kollagen I, II, III, VII, IX, Aggrecan, Serpine, α2-Makroglobulin, 
Kallikrein und Chymase zu spalten (Caley et al. 2015). Kurz nach einem 
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Verletzungsereignis beginnen ortsständige Keratinozyten mit der Produktion von MMP-
1. Die Konzentration steigt rasch an, nimmt im Verlauf kontinuierlich ab und erreicht mit 
der Re-Epithelialisierung wieder ihre basalen Werte (Inoue et al. 1995). Im Sinne eines 
negative Feedback-Loops regulieren degradierte Matrixkomponenten die Expression 
(Sudbeck et al. 1997).  
Die Spaltung von Kollagen I durch MMP-1 wird für die Migration von Keratinozyten 
benötigt (Pilcher et al. 1997), wobei Kollagen I selbst die Bildung von MMP-1 durch 
migrierende Keratinozyten induziert (Sudbeck et al. 1997) 
Studien zeigten, dass eine unzureichende Funktion der MMPs den Wundverschluss ver-
zögert (Beare et al. 2003). Hingegen ist in chronischen Wunden eine dauerhaft erhöhte 
Expression nachweisbar (Caley et al. 2015).  
 
1.6. Probleme bei der Wundheilung und Folgen komplizierter Wunden 
Zu den komplizierten Wunden, deren Heilung sich oft schwierig gestaltet, zählen chroni-
sche Ulzera und Brandverletzungen als Sonderfall der akuten Wunde.  
 
1.6.1. Die Brandverletzung - ein Sonderfall der akuten Wunde 
Als Verbrennungen bezeichnet man durch Hitze, elektrischen Strom oder chemische No-
xen verursachte Verletzungen. Die Unterteilung erfolgt in 3 Schweregrade, die in Tabelle 
1 aufgeführt sind.  
Thermische Verletzungen verhalten sich im Vergleich zu Wunden durch andere Traumata 
divergent. Eine massive Freisetzung von Entzündungsmediatoren führt zu einer starken 
Erhöhung der Gefäßpermeabilität und insbesondere bei ausgedehnten Wunden zu einem 
hohen, kreislaufwirksamen Flüssigkeitsverlust. Die daraus resultierende schwere Störung 
des kardiovaskulären Systems, die im schlimmsten Fall ein Multiorganversagen zur Folge 
haben kann, bezeichnet man als Verbrennungsschock. Daher ist eine der ersten und wich-
tigsten Notfallmaßnahmen die Kompensation durch intravenöse Flüssigkeitsgabe (Luo et 
al. 2015; Herndon et al. 2009).  
 
  
  
14 
 
Grad  
I Auf Epidermis beschränkt. Hautrötung und Hautschwellung. Spannungsgefühl und be-
rührungsempfindlich. Narbenlose Abheilung. 
II a Schädigung der Epidermis und oberflächlicher Dermisanteile. Rötung, Bildung von 
flüssigkeitsgefüllten, prallen Blasen. Infektionsgefahr. Haarwurzeln, Drüsen und Re-
zeptoren der Haut bleiben intakt, dadurch starke Schmerze. Heilungsprozess über 2 bis 
3 Wochen. Keine Narbenbildung allerdings mögliches Auftreten von Pigmentstörun-
gen. 
II b Schädigung der von Epidermis und tiefer Anteile der Dermis. Blasenbildung, feuchter 
bis trockener Wundgrund, erhöhte Konsistenz und weißliche bis gerötete Areale. Durch 
Schädigung der Schmerz- und Tastrezeptoren Sensibilitätsverlust und Reduzierung der 
Schmerzempfindung. Abheilung unter Narbenbildung.  
III Schädigung aller Hautschichten bis in die Subcutis. Gräulich bis gelblich wachsartige 
Verfärbungen der Haut mit sichtbaren thrombosierten Blutgefäßen. Ausfall von Haaren 
und Nägeln, vollständiger Verlust der Tast- und Schmerzrezeptoren. Abheilung unter 
Narben- und Keloidbildung. Mögliche Entstehung von Kontrakturen im Bereich der 
Gelenke. 
Sonderform: Verkohlung (früher Grad IV) mit möglicher Beteiligung von Muskeln, 
Sehnen und/oder Knochen 
 
Tabelle 1: Verbrennungsgrade der Haut  
Quelle: Herndon et al.  (2009) Tabelle 1, S. 6.  
 
Oftmals ist das Ausmaß direkt nach dem Ereignis noch nicht voll abschätzbar, da das 
Gewebe noch nachträglich aufgrund des sogenannten Nachbrenneffektes untergehen 
kann (Schuster und Dick 2015; Herndon et al. 2009). Pathophysiologisch markiert sich 
um den bereits untergegangenen Bereich im Zentrum der thermischen Schädigung, der 
Nekrosezone, ein minderdurchblutetes Areal. Die thermische Zellschädigung, freige-
setzte Entzündungsmediatoren und Hypoxie bewirken den Zusammenbruch des Memb-
ranpotenzials und die Ausbildung eines Ödems, was letztlich zu einem weiteren Gewe-
beuntergang führt. Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass sich die Ödembildung 
ohne Flüssigkeitstherapie minimiert, wobei sich das Risiko für einen hypovolämischen 
Schock erhöht (Herndon et al. 2009). Dieser circulus vitiosus, wie ihn Abbildung 5 zeigt, 
lässt sich möglicherweise durch die Entwicklung spezieller Wundauflagen durchbrechen, 
die in der Lage sind, den Einfluss der Entzündungsmediatoren auf das Gewebe und so 
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den lokalen Flüssigkeitsverlust zu reduzieren. Auf diese Weise könnte der Flüssigkeits-
bedarf gesenkt und besser steuerbar werden, was sich zudem gewebeprotektiv auswirken 
könnte.  
 
 
 
Abbildung 5: Circulus Vitiosus  
Quelle: Vgl. (Herndon et al. 2009) 
 
1.6.2. Chronische Wunden 
Als chronische Wunde bezeichnet man eine Wunde, die trotz ausreichender Therapie 
keine Heilungstendenz erkennen lässt und nach 8 Wochen noch nicht vollständig epithe-
lialisiert ist (Susanne Danzer 2014).  
Die primäre Wundheilung ist von vielen verschiedenen Faktoren abhängig. Zunächst von 
äußeren Faktoren wie der Art der Verletzung, Größe und Tiefe der Wunde oder auch dem 
Eindringen von Erregern (Guo und DiPietro 2010). Für die Entwicklung einer chroni-
schen Wunde sind jedoch interne Faktoren bedeutsamer. Dazu zählen die Blut- und 
Sauerstoffversorgung des Wundgebiets, das Alter, Geschlechtshormone, Vorerkrankun-
gen wie Diabetes mellitus, venöse Insuffizienz oder eine periphere arterielle Verschluss-
krankheit sowie verabreichte Medikamente. Ebenso wichtig ist der Lebensstil des Patien-
ten. Übergewicht, eine unausgewogene Ernährung, Alkohol, Rauchen und Stress können 
die Wundheilung negativ beeinflussen (Guo und DiPietro 2010; Demidova-Rice et al. 
2012a).  
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Ursache für die Entwicklung einer chronischen Wunde sind letztlich Veränderungen im 
Mikromilieu der Wunde, wodurch der Übergang der inflammatorischen in die prolifera-
tive bzw. reparative Phase misslingt (Demidova-Rice et al. 2012a; MacLeod und Mans-
bridge 2016). Trotz einer prolongierten und übersteigerten Inflammationsphase persistie-
ren Infektionen und es bilden sich Biofilme (MacLeod und Mansbridge 2016; Demidova-
Rice et al. 2012a). Die Zellen reagieren nicht adäquat auf reparative Stimuli, wodurch die 
Angiogenese, ECM-Bildung und Epithelialisierung eingeschränkt sind (Demidova-Rice 
et al. 2012a; Bermudez et al. 2011; Gurtner et al. 2008).  
Die Wunden zeigen eine geringere Stabilität (Bermudez et al. 2011), da die Produktion 
von Kollagen fehlreguliert (Caskey et al. 2014) und durch die permanente Entzündung 
die Konzentration an Matrix-degradierenden Proteasen erhöht sind (MacLeod und Mans-
bridge 2016).  
 
1.6.3. Folgen von Wunden und pathologischer Narbenbildung 
Neben Blut- und Flüssigkeitsverlust sind insbesondere ausgedehnte und chronische Wun-
den anfällig für Infektionen, die je nach Immunstatus des Patienten auch systemische Fol-
gen haben können. Bei Brandverletzten sind in 21% der Wunden Erreger nachweisbar, 
bei Patienten mit chronischen Ulzera in über 90%. Nicht selten besiedeln Problemkeime 
die Wunden. Bei chronischen Ulzera sind 8% der Patienten betroffen und die Tendenz ist 
steigend (Santucci et al. 2003; Jockenhöfer et al. 2014). Ein ständiger Entzündungsreiz 
hat einen immer wiederkehrenden Zyklus aus Zelluntergang und Zellersatz zur Folge, der 
die maligne Entartung und Entstehung von Hautkrebs begünstigen kann (Bühling et al. 
2008; Trent und Kirsner 2003). Die erfolgreiche Behandlung der Infektion führt zu einem 
Rückgang der Entzündungsreaktion und einem schnelleren Wundverschluss (Wolcott 
2015). 
Bei starker Zerstörung des Gewebes fehlt den Zellen die Leitstruktur zum Einwandern. 
Abhilfe wird derzeit vor allem mit Einbringen von Vollhaut- oder Spalthauttransplantaten 
geschaffen. Da der Spender der Patient selbst ist, muss eine neue Wunde erzeugt werden, 
die ihrerseits Probleme bereiten kann (Voggenreiter und Dold 2009).  
Narbenbildung ist ein physiologischer Prozess, der zum Problem werden kann, insbeson-
dere wenn sich hypertrophe Narben, Keloide oder Kontrakturen ausbilden. Neben dem 
ästhetischen Gesichtspunkt spielen Schmerzen, Hyper- oder Hyposensibilität und Bewe-
gungseinschränkungen durch Kontrakturen eine Rolle. Die Narbenhaut kann Talg- und 
Schweißdrüsen nicht regenerieren. Dadurch benötigt sie mehrmals täglich spezielle 
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Pflege. Bei ausgedehnten Verletzungen kann durch die fehlenden Schweißdrüsen auch 
die Thermoregulation Schwierigkeiten bereiten.  
Chronische Wunden und Narben können neben funktionellen Einschränkungen zu Ent-
stellung, mangelndem Selbstwert, Schamgefühl, sozialem Rückzug und Stigmatisierung 
führen. Ein Viertel der Patienten leidet unter Depressionen, häufig kombiniert mit einer 
Angststörung (Loey und Son 2003; Jones et al. 2006). Studien zeigen, dass viele Patienten 
unter dieser Situation leiden und ihre Lebensqualität maßgeblich eingeschränkt ist (Mad-
dox 2012; Xie et al. 2012). 
 
1.7 Funktionelle Biomaterialien 
Funktionelle Biomaterialien sind synthetisch hergestellte Werkstoffe, die bei Applikation 
selbstorganisiert durch ihren Aufbau und ihre Eigenschaften körpereigene Prozesse posi-
tiv beeinflussen sollen.  
Ziel bei der Entwicklung von solchen Biomaterialien ist, neben der situationsadaptierten 
Anpassung der Eigenschaften, die Ähnlichkeit zu körpereigenen Strukturen, um eine an-
gemessene biologische und immunologische Verträglichkeit zu gewährleisten. Idealer-
weise sollen die Biomaterialien in das Gewebe integriert und im Laufe der Zeit durch den 
Körper selbst abgebaut werden.  
Zur Anwendung auf der Haut kommen dabei zahlreiche vor allem körpereigene Substan-
zen wie HA, Chondroitinsulfat (Scharnweber et al. 2015) oder Kollagen (Loth et al. 
2014), aber auch körperfremde Materialien wie Chitosan, ein dem Chitin ähnliches Poly-
saccharid (Wang et al. 2015) oder Fibroin, ein Strukturprotein der Seide (Bhardwaj et al. 
2015).  
Neben der allgemeinen Zusammensetzung der Grundmaterialien, können deren Beschaf-
fenheit oder chemischen Modifikationen ebenfalls die Eigenschaften von Biomaterialien 
verändern. Bei den Glykosaminoglykanen haben beispielsweise das Ausmaß und Muster 
der Sulfatierung sowie die angehängten Kohlenhydratbausteine Einfluss auf die Interak-
tion mit dem umgebenden Gewebe (Scharnweber et al. 2015). Weitere Möglichkeiten zur 
Anpassung an die jeweilige Situation ergeben sich durch die Substitution von beispiels-
weise Antibiotika oder Wachstumsfaktoren (Wang et al. 2015).  
Aus diesen zahlreichen Einflussfaktoren ergeben sich vielfältigste Möglichkeiten zur Er-
stellung und Anpassung von funktionellen Biomaterialien. Auf dem deutschen Markt sind 
bereits einige Produkte erhältlich, die als Epidermis- bzw. Dermisersatz vor allem in der 
konservativen Versorgung von Brandverletzungen erfolgreich zum Einsatz kommen.  
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1.8. Fragestellung und Ziele der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war eine erste Bewertung der Eignung von Cryogelen aus acrylierter 
Hyaluronsäure für den Einsatz als künstliche extrazelluläre Matrix zur Verbesserung der 
Wundheilung. Diese fand unter in vitro Bedingungen durch Untersuchung des Verhaltens 
von Fibroblasten bei Kultivierung in HA-Cryogelen statt.  
Zunächst sollte die Frage geklärt werden, ob sich HA-Cryogele grundsätzlich als biokom-
patibles Substrat für die Kultivierung von humanen dermalen Zellen eignen. Dies wurde 
getestet durch die Etablierung von in vitro Kulturen von humanen dermalen Fibroblasten 
in den 3D Cryogelen, das Anfertigen von Paraffinschnitten und die Anwendung mehrerer 
Färbungen zu verschiedenen Zeitpunkten über einen Kultivierungszeitraum von bis zu 28 
Tagen. Kriterien für die Auswertung waren die Stabilität der Gele, die Adhäsion, Migra-
tion und Proliferation von Fibroblasten sowie die Matrixsynthese.  
Zur Quantifizierung der Proliferation wurde ein XTT-Test durchgeführt, in dem Kol-
lagen-beschichtete Zellkulturplatten zur Kontrolle genutzt wurden.  
Zur Bestätigung der Ergebnisse aus den Färbungen hinsichtlich der Matrixsynthese wurde 
die Genexpression von Coll-1 (α1-Kette), HAS-2 und MMP-1 untersucht. Als qualitativer 
Vergleich dienten 3-dimensionale (3D) Kollagengele.  
Zusätzlich erfolgte die Evaluierung der Expression dieser Gene nach Stimulation mit den 
Wachstumsfaktoren TGF-β 1 und PDGF-BB. Sie werden während der Wundheilung aus-
geschüttet und übernehmen wichtige, die hier genutzten Fibroblasten betreffende regula-
torische Funktionen. Die Untersuchung sollte die die wundheilungsrelevanten Wachs-
tumsfaktor-basierten Stimulationsprozesse in diesem neuen Kultursystem zu prüfen.  
Die durch diese Arbeit erhobenen Ergebnisse dienen als Grundlage für Einschätzung der 
Biokompatibilität und der Verwendbarkeit von HA-basierten Cryogelen für weiterfüh-
rende Materialentwicklungen und Wundheilungsstudien.   
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2. Materialien 
2.1. Nährmedien und Zusätze 
Dulbecco's Modified Eagle Medium 10x 
(DMEM)  
 
Promo Cell GmbH, Heidelberg, D  
DMEM 1x 
 
Biochrom AG, Berlin, D  
 
fötales Kälberserum (FKS)  
 
Biochrom AG, Berlin, D  
 
ZellShieldTM Minerva Biolabs GmbH, Berlin, D 
 
Tabelle 2: Nährmedien und Zusätze 
 
Zusammensetzung des Nährmediums: 
• DMEM (1x) 
• 10% FKS 
• 10% ZellShieldTM 
 
2.2. Antikörper, Enzyme und Wachstumsfaktoren 
TGF-β 1 (human, rekombinant) PeproTech, Rocky Hill, USA 
PDGF-BB (human, rekombinant) Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach, D 
Alexa Fluor® anti-human/mouse/rat 
PCNA Maus IgG2a κ Antikörper 
BioLegend Inc., San Diego, USA 
Kollagenase Type IA aus Clostridium his-
tolyticum (125 CDU/mg)  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, D  
 
Dispase ® II aus Bacillus Polymyxa (0,94 
U/mg) 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D  
Trypsin/EDTA Solution 0,05 %/0,02 %  Biochrom AG, Berlin, D  
 
Tabelle 3: Antikörper, Enzyme und Wachstumsfaktoren 
 
Herstellung der Kollagenase-Gebrauchslösung: 
25mg Enzympulver werden in 20ml Hepes-Puffer gelöst, dem zuvor 40µl einer 1 molaren 
CaCl2-Lösung hinzugefügt wurden (156 CDU/ml).  
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Herstellung der Dispase-Gebrauchslösung: 
1g Dispase ® II Enzympulver wird zunächst in 50 ml sterilem PBS gelöst (19 U/ml). 
Anschließend wird ein Teil zur Herstellung der gebrauchsfertigen Lösung im Verhältnis 
1:10 mit PBS verdünnt (1,9 U/ml). Der Rest wird bei -20°C gelagert.  
 
TGF-β 1 Gebrauchslösung:  
TGF-β wurde 1mM Citratpuffer (pH 3,5) zu einer Endkonzentration von 50 ng/ml gelöst 
 
PDGF-BB Gebrauchslösung:  
PDGF-BB wurde in 5mM Tris-Puffer (pH 7,5) mit 0,1% BSA zu einer Endkonzentration 
von 100 ng/ml gelöst 
 
2.3. Chemikalien und andere Substanzen 
3D-Kollagengele 
Natriumhydroxid (NaOH)  Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, 
D  
Kollagen Typ I, Rat Tail, 5mg/ml Ibidi GmbH, Martinsried, D 
 
Tabelle 4: Materialien zur Herstellung der 3D-Kollagengele 
 
XTT 
Aqua ad injectabilia, 5ml B. Braun AG, Melsungen, D 
Collagen G (0,4 %ig in HCl, Typ I, 
4mg/ml) 
Biochrom AG, Berlin, D  
Cell Proliferation Kit II (XTT) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D 
 
Tabelle 5: Materialien für das XTT-Assay 
 
cDNA 
Oligo(dt) Primer 500 μg/ml  Promega GmbH, Mannheim, D  
M-MLV RT 5x Buffer  Promega GmbH, Mannheim, D  
M-MLV Reverse Transkriptase (200 
U/μl)  
Promega GmbH, Mannheim, D 
dNTPs Bioline GmbH, Luckenwalde, D 
rRNasin® RNase Inhibitor (40 U/μl)  Promega GmbH, Mannheim, D  
 
Tabelle 6: Materialien zur Herstellung von cDNA 
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PCR 
GoTaq® qPCR Master Mix  Promega GmbH, Mannheim, D 
RPS 26 (DNA-Primer) Metabion international AG, Planegg, D 
Coll-1 (DNA-Primer) Metabion international AG, Planegg, D 
MMP-1 (DNA-Primer) Metabion international AG, Planegg, D 
HAS-2 (DNA-Primer) Metabion international AG, Planegg, D 
 
Tabelle 7:Materialien zur Durchführung der PCR 
 
Färbungen 
Alcianblau 8GS  Fluka Chemie GmbH, Steinheim, D  
Essigsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, D  
Pikrinsäure Fluka Chemie GmbH, Steinheim, D  
Sirius-Rot F3B Waldeck GmbH & Co. KG, Münster, D 
Zitronensäure, ≥99,5% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, D 
Tri-Natriumitrat-Dihydrat, ≥99% Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, 
D 
Hämalaunlösung sauer nach Mayer  Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig, D  
Hämatoxylin krist.  E. Merck AG, Darmstadt, D  
Eosin Waldeck GmbH & Co. KG, Münster, D 
o-Xylol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, D 
Ethanol 100% E. Merck AG, Darmstadt, D 
Formaldehyd 4% Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrü-
cken, D 
Histosec®Pastillen E. Merck AG, Darmstadt, D 
Aquatex® E. Merck AG, Darmstadt, D 
Entellan® E. Merck AG, Darmstadt, D 
 
Tabelle 8: Materialien für die histologischen Färbungen 
 
Herstellung des Citratpuffers (pH 6,5) 
Zur Herstellung einer 10-fach konzentrierten Lösung werden 1,98g Zitronensäure und 
12,05g Tri-Natriumitrat-Dihydrat in 500ml Aqua dest. gelöst. Die Verdünnung mit Aqua 
dest. im Verhältnis 1:10 ergibt die fertige Gebrauchslösung (pH = 6,5)  
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Sonstige 
L-Ascorbinsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, D  
RNase-freies Wasser  Qiagen GmbH, Hilden, D  
Isopropanol  Dr. Schumacher GmbH, Melsungen, D  
Dulbecco`s PBS (1x) without Ca & Mg  PAA Laboratories GmbH, Pasching, A  
DEPC (Diethylpyrocarbonat)  MP Biomedicals Germany GmbH, Esch-
wege, D  
Trypanblau 0,4% InvitrogenTM, life technologies GmbH, 
Darmstadt, D 
Hepes-Puffer  PromoCell GmbH, Heidelberg, D 
 
Tabelle 9: Sonstige Materialien 
 
Kits 
RNeasy® Mini Kit, Qiagen  Qiagen GmbH, Hilden, D  
QIAshredder®  Qiagen GmbH, Hilden, D  
Super SensitiveTM Link-Label IHNc De-
tection System 
Biogenex, San Ramon, USA 
Cell Proliferation Kit II (XTT) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D  
 
Tabelle 10: Kits 
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2.4. Verbrauchsmaterialien 
CELLSTAR EASYstrainer™, 70μm Zell-
Filter 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
D 
CELLSTAR® 12-Well-Zellkulturplatten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
D 
Chirurgische Einmal-Skalpelle  Aesculap AG, Tuttingen, D  
Countess Zählkammern InvitrogenTM, life technologies GmbH, 
Darmstadt, D 
Deckgläschen (24x60 mm)  Menzel, Braunschweig, D  
Objektträger SuperFrost® Plus D  Menzel, Braunschweig, D  
Parafilm M® Bemis, Braine L’Alleud, Belgium 
PCR-Tubes (0,2ml)  Eppendorf AG, Hamburg, D  
Petri-Schale (35mm)  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
D  
Pipetten (5ml, 10ml, 25ml)  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
D  
Pipetten Spitzen (1000μl, 200μl)  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
D  
Pipetten Spitzen (10μl)  VWR International, West Chester, USA  
Polypropylenröhrchen (15ml,50 ml)  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
D  
Reaktionsgefäße (0,5ml, 1,5ml, 2,5ml)  Eppendorf AG, Hamburg, D  
ThermoScientific Nunc HydroCell 12-
Well-Zellkulturplatten 
Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Den-
mark 
Zellkulturflaschen (75cm²)  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
D  
 
Tabelle 11: Verbrauchsmaterialien 
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2.5. Geräte 
Brutschrank HeraCell 240 Heraeus Holding GmbH, Hanau, D  
Wasserbad GFL Gesellschaft für Labortechnik 
GmbH,  
Burgwedel, D 
Centrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg, D 
Sterilbank Hera Safe  
 
Heraeus Holding GmbH, Hanau, D  
 
automatisierter Zellzähler CountessTM InvitrogenTM, life technologies GmbH, 
Darmstadt, D 
Mikroskop CKX41 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, 
D 
Schüttler Rotamax 120 Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 
Schwabach, D 
Thermo Scientific Heraeus Pico 17 Micro-
centrifuge 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Dispergierer T 25 basic ULTRA-TUR-
RAX 
IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, 
D 
Mastercycler® personal Eppendorf AG, Hamburg, D 
Spektrophotometer ND-1000  NanoDrop Technologies, Wilmington, 
USA  
Qiagen Rotor-Gene Q  
Software: Rotor-Gene Q Series Software 
1.7  
Qiagen GmbH, Hilden, D  
 
Mikrotom HM 325 Rotary Microtome Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Mikroskop Biorevo BZ-9000  
Software: BZ-II Viewer, BZ-II Analyzer  
Keyence Corporation, Chicago, USA  
 
Wasserbad MICROM SB80 MICROM International GmbH, Walldorf, 
D 
Stereomikroskop SMZ-168 TP Motic Deutschland GmbH, Wetzlar, D 
Shandon™Excelsior™ ES Gewebeein-
bettautomat 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Paraffineigießstation DDM-P065/64/63 Medim Schweiz GmbH, Baar, Schweiz 
Synergy™ HT Multi-Detection Micro-
plate Reader 
BioTek Instruments GmbH, Bad Fried-
richshall, D 
Kühlschrank Comfort Line Liebherr, Ochsenhausen, D  
Gefrierschrank Comfort Line -20°C Liebherr, Ochsenhausen, D  
Gefrierschrank HERAfreeze -80°C  Heraeus Holding GmbH, Hanau, D  
Gefrierschrank Jouan VX 4905 -80°C Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Stickstofftank Chronos Biosafe -130°C Messer Group GmbH, Bad Soden, D 
 
Tabelle 12: Geräte 
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3. Methoden 
3.1. Methoden der Zellkultivierung 
3.1.1. Isolierung humaner Fibroblasten aus Haut 
Die Fibroblasten der Haut befinden sich umgeben von ECM in der unteren Hautschicht, 
der Dermis. Um die Zellen isolieren und später kultivieren zu können, werden diese mit-
tels Enzymverdau schonend aus der Matrix befreit. Für die Isolierung wird in einem ers-
ten Arbeitsschritt die Epidermis von der Dermis entfernt und in einem zweiten das Gerüst 
der ECM aufgelöst. Zum Einsatz kommen dabei die Enzyme Dispase und Kollagenase. 
 
3.1.2. Dispaseverdau 
Für alle während dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurden humane Fibroblasten 
aus Vorhaut verwendet.  
In einer sterilen Petrischale wurden die Hautpräparate zunächst mit phosphatgepufferter 
Salzlösung (PBS) gewaschen und anschließend mit einem Skalpell in 3x3mm große Stü-
cke zerkleinert, die dann bei 4°C für 24 Stunden in Dispaselösung inkubiert wurden.  
Das Enzym Dispase spaltet die Verbindungen zwischen Dermis und Epidermis auf. Am 
Folgetag konnte mit Hilfe zweier Pinzetten die Epidermis von der Dermis abgelöst wer-
den.  
 
3.1.3. Kollagenaseverdau 
Die Dermisstückchen wurden für 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank in Kollagenase-
lösung inkubiert. Während dieser Zeit baute die Kollagenase das in der ECM vorkom-
mende, strukturgebende Protein Kollagen ab, wodurch die Zellen aus dem Zellverband 
freigesetzt wurden. Durch Zugabe von drei bis fünf ml Fibroblasten-Medium wurde die 
Enzymwirkung inaktiviert.  
Anschließend wurde die Lösung mit Hilfe eines 70μm Filters von ECM-Resten befreit. 
Die gefilterte Zellsuspension wurde bei 453xg acht Minuten zentrifugiert und das ent-
standene Zellpellet nach Entfernung des Überstandes in 7ml Fibroblasten-Medium gelöst. 
Nach Überführung in eine Zellkulturflasche erfolgte die Kultivierung in einem Kohlen-
stoffdioxid (CO2) -Inkubator unter 5% CO2-Begasung und wassergesättigter Atmo-
sphäre bei 37°C.  
Alle 48 bis 72 Stunden fand ein Wechsel des Nährmediums statt.  
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3.1.4. Passagieren der Zellen 
Bei Erreichen einer hundertprozentigen Konfluenz der Zellen in der Zellkulturflasche 
wurden die Zellen passagiert, um sie für Versuche verwenden oder in neuen Zellkultur-
flaschen weiter kultivieren zu können.  
Dazu erfolgte zunächst das Dekantieren des Mediums. Anschließend wurde der Zellrasen 
zur Entfernung von Mediumsresten und zugrunde gegangenen Zellen zweimal mit PBS 
gewaschen.  
Nach Zugabe von zwei bis drei ml Trypsin-Lösung wurden die Zellen drei bis fünf Mi-
nuten im Brutschrank inkubiert, da 37°C dem Temperatur-Optimum des Enzyms entspre-
chen.  
Trypsin zählt zu den Proteinasen. Durch die Spaltung von Peptidbindungen trennt es so-
wohl die Zell-Zell-Kontakte als auch die Adhäsionen der Zellen mit dem Zellkulturgefäß.  
Die Ablösung der Zellen wurde durch Beklopfen der Zellkulturflasche mechanisch un-
terstützt und unter dem Mikroskop kontrolliert. Die Reaktion wurde anschließend mit 
zwei bis drei ml Nährmedium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 14ml Reakti-
onsgefäß überführt und mit 201xg vier Minuten lang zentrifugiert. Nach Entfernung des 
Überstandes erfolgte die Auflösung des Zellpellets in frischem Fibroblasten-Medium.  
 
3.1.5. Bestimmung der Zellzahl 
Zur Zellzahlbestimmung wurden je 15μl Zellsuspension und Trypanblau in einem 500μl 
Reaktionsgefäß gemischt und 15μl dieser Mischung in eine CountessTM Zählkammer pi-
pettiert. Das Zählen der Zellen übernahm der automatisierte Zellzähler CountessTM von 
invitrogenTM.  
 
3.1.6. Aussäen und Kultivierung von Fibroblasten auf Cryogelen aus acrylierter 
Hyaluronsäure 
Die Gele wurden luftdicht verpackt in sterilem PBS bei vier °C gelagert. Am Versuchstag 
wurden die Gele unter der Sterilbank mit einem sterilen Spatel in spezielle 12-well-Zell-
kulturplatten der Firma ThermoScientific (ThermoScientific Nunc HydroCell 12-Well-
Zellkulturplatten) transferiert. Der Boden dieser Zellkulturplatten ist so konfiguriert, dass 
keine oder nur eine geringfügige Adhäsion von Zellen möglich ist. Auf diese Weise soll 
verhindert werden, dass am Boden haftende und nicht im Gel angewachsene Zellen die 
späteren Ergebnisse verfälschen.  
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Die Cryogele wurden zweimal mit sterilem PBS gewaschen und nach dem zweiten 
Waschgang etwa eine Stunde darin belassen bis sie sich auf Raumtemperatur erwärmt 
hatten und die Zellen darauf ausgesät werden konnten.  
Die aus den Zellkulturflaschen gelösten Fibroblasten wurden gezählt und 6x105 bzw. im 
Fall des XTT-Versuches 6x104 Zellen in je ein 15ml-Röhrchen gegeben und pelletiert. 
Anschließend erfolgte die Resuspension in 70 μl Nährmedium. Je nach Versuch war das 
Medium zuvor mit 10 ng/ml TGF-β 1, 50 ng/ml PDGF-BB (RNA Gewinnung) oder 
50µg/ml Ascorbat (Histologische Färbungen) versetzt worden.  
Mithilfe einer Eppendorf-Pipette wurde das PBS vom Gel entfernt und die Zellsuspension 
langsam tropfenweise darauf gegeben. Aufgrund der starken Saugfähigkeit war keine 
weitere Vorbehandlung der Gele erforderlich, um die vollständige Aufnahme der Zellsu-
spension zu gewährleisten.  
Um die Adhärenz der Fibroblasten am Gelgerüst zu ermöglichen, erfolgte eine Inkubation 
für 20 Minuten im Brutschrank.  
Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Vertiefungen der Platte mit je zwei ml Medium auf-
gefüllt, so dass die Gele frei schwimmen konnten. Das hinzugefügte Medium für die be-
handelten Proben enthielt in den entsprechenden Konzentrationen TGF-β 1, PDGF-BB 
bzw. Ascorbat. Zur Verhinderung des Absinkens und anschließenden Wachstums der 
Fibroblasten als Monolayer auf dem Boden der Zellkulturplatte, wurde diese für den ge-
samten Versuchszeitraum von einem Schüttelgerät mit 150rpm bewegt. Die Kultivierung 
fand unter 5% CO2-Begasung und wassergesättigter Atmosphäre bei 37°C statt.  
Bei den Gelen, die der histologischen Aufarbeitung dienten, wurde das Medium alle 48 
Stunden erneuert. Während der Durchführung der restlichen Versuche wurde kein Medi-
umwechsel durchgeführt.  
 
3.1.7. Aussäen und Kultivierung von Fibroblasten in Gelen aus Kollagen Typ I 
Zum Vergleich des Verhaltens hinsichtlich der Bildung von ECM in den HA-Cryogelen 
und einer weiteren 3D-Struktur, wurden Fibroblasten in Gelen aus Kollagen-Typ I aus-
gesät und kultiviert. Analog zur Behandlung der Cryogele wurde auch in diesem Versuch 
dem Nährmedium TGF-β 1 (10ng/ml) bzw. PDGF-BB (50ng/ml) zugefügt.  
Die Fibroblasten wurden abtrypsiniert, gezählt und pro Gel 150.000 Zellen verwendet.  
Zur Herstellung eines Gels wurden die in Tabelle 13 angegeben Komponenten in der 
entsprechenden Menge und Reihenfolge in ein 15 ml-Röhrchen pipettiert und sorgfältig 
gemischt.  
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Komponenten für die Herstellung eines Kollagen-Gels 
Komponente Menge 
DMEM 10x 100μl 
Natriumhydroxid (1M) 30μl (→die Lösung färbt sich rosa) 
PBS 170 μl 
Kollagen Typ I 600 μl 
Fötales Kälberserum 100 μl 
Zellsuspension 500 μl mit 1,5x10^5 Zellen 
 
Tabelle 13: Übersicht der Komponenten zur Herstellung eines  Kollagengels in der ent-
sprechenden Mischungsreihenfolge  
 
Das noch flüssige Gel wurde anschließend in die Vertiefung einer Nunc HydroCell 12-
well-Platte pipettiert und fibrillierte für 30 Minuten im Brutschrank. Nach Zugabe von 
2ml Nährmedium erfolgte während der weiteren Inkubationszeit kein Mediumwechsel 
mehr.  
Die Kultivierung fand unter 5% CO2-Begasung und wassergesättigter Atmosphäre bei 
37°C unter ständiger Bewegung durch ein Schüttelgerät bei 150 rpm statt.  
 
3.1.8. Aussäen und Kultivierung von Fibroblasten auf einer Kollagenbeschichtung  
für die XTT-Messung 
Zunächst wurden Kollagen G und steriles Wasser im Verhältnis 1:1 verdünnt. In jede 
Vertiefung einer Nunc HydroCell-12-well-Zellkulturplatte wurden 800μl dieser Mi-
schung pipettiert, so dass der Boden vollständig bedeckt war. Die Fibrillierung des Kol-
lagens erfolgte für 45 Minuten im Brutschrank. Im Anschluss wurde überschüssiges und 
nicht ausgehärtetes Kollagen-Wasser-Gemisch mit einer Pipette entfernt und die Kol-
lagenbeschichtung zweimal mit PBS gewaschen. In jede Vertiefung wurden 70μl einer 
Zellsuspension mit je 6x104 Fibroblasten gegeben, die während der vorangegangenen In-
kubationszeit vorbereitet worden war. 
Um das Anheften der Zellen an das Gel zu ermöglichen, erfolgte eine Inkubation im Brut-
schrank für 20 Minuten. Anschließend wurden die Vertiefungen der Platte mit je 2ml 
Fibroblasten-Medium aufgefüllt und auf ein Schüttelgerät gestellt, um die Anheftung von 
Zellen am Boden der Platte zu verhindern.  
Die Kultivierung fand unter 5% CO2-Begasung und wassergesättigter Atmosphäre bei 
37°C statt.  
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3.2. Molekularbiologische Methoden 
3.2.1. Isolation der RNA aus Fibroblasten in den Cryogelen aus acrylierter Hyalur-
onsäure 
Für die RNA-Isolation wurde das RNeasy® Mini Kit der Firma Qiagen für eine Zellzahl 
kleiner als 1x106 verwendet.  
Zu Beginn wurde das Nährmedium mit einer Pipette entfernt. Mit Hilfe eines Spatels und 
einer Pinzette wurde das Gel auf Papiertücher gelegt, die die restliche Flüssigkeit auf-
sogen.  
Das Gel wurde mit einem Skalpell geviertelt, um die anschließende Zerkleinerung zu 
erleichtern und die Stücke dann in ein 10 ml Rundbodenröhrchen gegeben. Nach Zugabe 
von 700μl Lyse (RLT)-Puffer mit β-Mercaptoethanol und 700μl 70% Ethanol in DEPC-
Wasser erfolgte die Zerkleinerung mit einem Dispergierer für 1 bis 2 Minuten, so dass 
keine Gelstückchen mehr sichtbar waren.  
Die acrylierte HA wurde mittels QIAshredder® von Qiagen durch Zentrifugation für 1 
Minute bei 16.200xg entfernt. Das so gewonnene Lysat wurde der RNA-Extraktion zu-
geführt, die nach dem Protokoll für das RNeasy® Mini Kit von Qiagen durchgeführt 
wurde. Die isolierte RNA wurde in 30μl RNAse –freiem Wasser gelöst und der RNA 
Gehalt anschließend mit dem Spektrophotometer ND-1000 bestimmt.  
 
3.2.2. Isolation der RNA aus Fibroblasten im Kollagengel 
Für die RNA-Isolation wurde das RNeasy® Mini Kit der Firma Qiagen für eine Zellzahl 
kleiner als 1x106 verwendet.  
Zunächst wurde das Nährmedium mittels einer Pipette aus der Vertiefung der Zellkultur-
platte entfernt. Dann wurde das Gel mit einem Spatel und einer Pinzette in ein 1,5ml-
Reaktionsgefäß transferiert und für 4 Minuten bei 1.000rpm zentrifugiert, um die Reste 
des Nährmediums zu entfernen.  
Anschließend wurden 500μl Kollagenaselösung mit einer Enzymaktivität von 469 U/ml 
auf das Gel gegeben und 15 Minuten im Brutschrank inkubiert, bis sich die Gelstruktur 
vollständig aufgelöst hat. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation für 4 Minuten bei 
1.000rpm.  
Das Zellpellet wurde in 700μl RLT-Puffer mit β-Mercaptoethanol resuspendiert. Nach 
kurzer Einwirkzeit wurden 700μl 70% Ethanol in DEPC-Wasser hinzugefügt. Das wei-
tere Verfahren entsprach dem Protokoll des RNeasy® Mini Kit von Qiagen. Die isolierte 
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RNA wurde in 30μl RNAse –freiem Wasser gelöst und der RNA Gehalt anschließend mit 
dem Spektrophotometer ND-1000 bestimmt.  
 
3.2.3. Reverse Transkription in cDNA 
Unter dem Begriff Reverse Transkription versteht man die Synthese komplementärer 
DNA (cDNA) aus vorher isolierter RNA. Für diesen Prozess ist eine RNA-abhängige 
DNA-Polymerase, die reverse Transkriptase, von Nöten. 
Die cDNA dient später in der Polymerasekettenreaktion (PCR) dem Nachweis und der 
Quantifizierung der Expression von Genen. Damit später die Genexpression in den ein-
zelnen Proben miteinander verglichen werden kann, muss immer dieselbe Menge RNA 
in cDNA umgeschrieben werden. In dieser Arbeit wurden pro Ansatz 400ng RNA umge-
setzt.  
Die reverse Transkriptase benötigt zum Anheften an die RNA einen so genannten Primer, 
der hier aus Oligo(dt)-Nukleotiden bestand. Diese Art von Primer bindet an den für eu-
karyontische mRNA charakteristischen Poly-A-Schwanz.  
Im Anschluss an die Anlagerung des Primers wurde zu jedem Probenansatz 7μl eines 
Enzymansatzes (Mastermix) gegeben, um den eigentlichen Prozess des Umschreibens zu 
beginnen.  
Eine Übersicht der genauen Zusammensetzung von Proben- und Enzymansatz gibt Ta-
belle 14. 
 
Probenansatz Enzymansatz (Mastermix) 
 μl Eluat entsprechend 400ng RNA 
 μl RNAse-freies Wasser bis zu einem Ge-
samtvolumen von 12μl 
1μl Oligo(dt)Nukleotid 
 
4 μl 5x RT-Puffer 
1 μl dNTP-Mix (10mM) 
1 μl rRNasin® RNase Inhibitor (40U/μl)  
1 μl M-MLV Reverse Transkriptase 
(200U/μl) 
 
Tabelle 14: Übersicht über die Zusammensetzung der Ansätze zur Durchführung der re-
versen Transkription in cDNA 
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3.2.4. Die quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR), für deren Entwicklung der Biochemiker Kary Mul-
lis 1993 den Nobelpreis für Chemie verliehen bekam, ist ein Verfahren zur exponentiellen 
Amplifizierung von spezifischen DNA-Abschnitten. Das Prinzip der PCR basiert auf drei 
zyklisch ablaufenden Teilschritten: der Auftrennung der DNA-Stränge (Denaturierung), 
der Anlagerung der Primer („Annealing“) und der DNA-Synthese (Elongation). Für beide 
Einzelstränge eines DNA-Doppelstrangs wird ein Primer benötigt, die als „forward bzw. 
reverse Primer“ bezeichnet werden.  
Zur Bestimmung der Menge eines spezifischen DNA-Abschnitts in einer Probe wird die-
ser ein fluoreszierender Farbstoff, wie beispielsweise SYBR Green, zugegeben. SYBR 
Green interkaliert in die doppelsträngige DNA, wodurch die Zunahme der Fluoreszenz 
von Zyklus zu Zyklus direkt proportional zur Zunahme der zu amplifizierenden DNA ist. 
Die gemessenen Werte werden in ein Koordinatensystem eingetragen und ergeben eine 
sigmoidale Fluoreszenzkurve. In dieser wird der so genannte cycle threshold (Ct) be-
stimmt. Dieser Wert gibt die Anzahl der Zyklen an, die benötigt werden, bis das Fluores-
zenzsignal einen Schwellenwert überschreitet. Die Größe des Ct Werts ist umgekehrt pro-
portional zum Gehalt der Zielnukleinsäure (S. Joppien et al. 2011; Wisconsin Veterinary 
Diagnostic Laboratory UW-Madison 2013).  
Zur Qualitätskontrolle der PCR wird abschließend eine Schmelzkurvenanalyse durchge-
führt.  
Tabelle 15 gibt einen Überblick über die verwendeten Primer mit ihrer spezifischen An-
nealing- und Messtemperatur. 
Die cDNA wurde vor der PCR im Verhältnis 1:5 mit RNAse-freiem Wasser verdünnt. 
Die Negativkontrolle erfolgte mit einem PCR-Ansatz, dem statt cDNA 2μl RNAse-freies 
Wasser zugegeben wurde.  
Zur Ermittlung der absoluten Konzentration der zu untersuchenden PCR-Produkte wurde 
für jedes Gen eine Eichgerade aus Standardtemplates erstellt. Hierfür wurde eine Ver-
dünnungsreihe aus einer Plasmidlösung mit dem klonierten PCR-Produkt des Zielgens 
erstellt. Alle Proben wurden doppelt bestimmt. Die PCR erfolgte anschließend in dem 
PCR-Gerät Qiagen Rotor-Gene Q der Firma Qiagen. 
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Gen Größe (Bp) Primersequenz 5‘ – 3‘ 
Annealing-
Temperatur 
Messtem-
peratur 
RPS 26 189 
 
forward: 5’-CAA TGG TCG TGC 
CAA AAA G -3’  
reverse: 5’-TTC ACA TAC AGC TTG 
GGA AGC -3’  
 
61 °C 84 °C 
Coll-1 197 
 
forward: 5’-GTC GCA CTG GTG ATG 
CTG-3’  
reverse: 5’-GGT GGT GTC CAC CTC 
GAG-3’  
 
56°C 82 °C 
HAS-2 245 
 
forward: 5’-AGA GCA CTG GGA 
CGA AGT G-3’  
reverse: 5’-ATG CAC TGA ACA CAC 
CCA AA-3’  
 
58°C 82 °C 
MMP-
1 
381 
 
forward: 5’-CAG ATG TGG ACC 
ATG CCA TTG AG-3’  
reverse: 5’-CAT CAA TGT CAT CCT 
GAG CTA GC-3’  
60°C 80 °C 
 
Tabelle 15: Übersicht der Primersequenzen sowie der Annealing - und Messtemperaturen 
der Gene RPS 26, Coll -1, HAS-2 und MMP-1 
 
 
In der nachfolgenden Tabelle ist die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes dargestellt: 
 
PCR-Ansatz 
2μl verdünnte cDNA oder RNAse-freies Wasser 
0,5 μl Primer, vorwärts 
7μl RNAse-freies Wasser 
10μl GoTaq® qPCR Master Mix  
 
Tabelle 16: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes 
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Als Bezugsgröße für die spätere Auswertung diente die Expression des Referenzgenes 
RPS26. Charakteristisch für ein solches Referenzgen ist, dass es nicht oder nur schwach 
reguliert und somit relativ konstant exprimiert wird.  
Durch Bildung des Quotienten aus den Kopiezahlen des untersuchten Gens und des Re-
ferenzgens wurden die so genannten „arbitrary units“ (AU) berechnet.  
 
AU = Copiezahl Zielgen/ Copiezahl RPS26 
 
Die auf diese Weise berechneten dimensionslosen Zahlen wurden zur besseren Darstell-
barkeit und Verringerung der Varianz auf die jeweilig zugehörige Kontrolle, deren Wert 
mit 1 definiert wurde, bezogen.  
 
3.2.5. XTT-Assay zum Nachweis von Proliferation und metabolischer Aktivität 
Das XTT-Assay, als Methode zur Messung der Zellviabilität und damit auch indirekt der 
Zellproliferation, wurde erstmalig 1988 durch Scudiero et. al. beschrieben (Scudiero et 
al. 1988). XTT (Natrium-3,3‘-(1-phenylaminocarbonyl-)3,4-tetrazolium-bis-(4-me-
thoxy-6-nitro)benzensulphonsäure) ist farblos oder leicht gelblich und wird abhängig von 
NADH+H, das im Zellstoffwechsel anfällt, in ein orangefarbenes Formazan-Derivat re-
duziert. Die Zunahme der Farbintensität kann photometrisch bestimmt werden.  
In dieser Arbeit wurde zu jedem Gel nach vollständiger Entfernung des Fibroblastenme-
diums 1 ml Reaktionslösung zugegeben, die aus 900 µl Fibroblasten-Medium und 100 µl 
XTT-Lösung bestand.  
Nach zweistündiger Inkubation im Brutschrank auf einem Schüttelgerät bei 150rpm wur-
den je 100μl jeder Probe in eine Vertiefung einer 96 well-Platte pipettiert. Anschließend 
erfolgte die Absorptionsmessung im Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader 
der Firma BioTek bei einer Wellenlänge von 490 und 690nm. 490nm entspricht dem Ab-
sorptionsmaximum des Formazan-Derivats.  
Um den Einfluss unspezifischer Lichtschwächungen wie beispielsweise durch Reflexion 
an Grenzflächen zu minimieren, erfolgten zusätzliche Messungen bei einer Wellenlänge 
von 690nm und die Bestimmung der Absorption von Negativkontrollen. Die Werte wur-
den von dem bei 490nm gemessenen Wert subtrahiert.  
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Die Absorption (Ab) berechnete sich dann wie folgt: 
 
Ab(berechnet) = Ab(490)-Ab(690)-Negativkontrolle(490) 
 
3.3. Histologische Methoden 
3.3.1. Anfertigen von Paraffinschnitten 
Die für die histologische Aufbereitung vorgesehenen Gele wurden nach Ablauf der Kul-
tivierungszeit zunächst mit einem Skalpell in der Mitte geteilt und dann für mindestens 
24 Stunden in 4%iger Formaldehydlösung fixiert.  
Die Präparate wurden für 14 Stunden mit einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol in 
einer Histokinette behandelt und anschließend in Paraffin eingebettet. Die Paraffinblöck-
chen wurden über Nacht bei -20°C eingefroren, da auf diese Weise ein Zerreißen der 
Gelstruktur beim Schneiden verhindert werden konnte. Es wurden 8μm dicke Schnitte 
angefertigt und auf Glasobjektträger aufgezogen. Zur besseren Anheftung auf den Ob-
jektträgern und zur Entfernung des Paraffins wurden die Schnitte bei 60°C über Nacht im 
Wärmeschrank aufbewahrt. Die fertigen Objektträger wurden bis zu Färbung bei Raum-
temperatur gelagert.  
Unmittelbar vor der Färbung wurden die Schnitte erst in Xylol komplett entparaffiniert 
und anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe und Wasser rehydratisert. Tabelle 
17 zeigt das exakte Schema 
 
1. 3x5 Minuten in Xylol 
2. 5 Minuten in 100% Ethanol 
3. 5 Minuten in 96% Ethanol 
4. 5 Minuten in 70% Ethanol 
5. 5 Minuten in Aqua dest.  
 
Tabelle 17: Schema zum Entparaffinieren und Rehydratisieren von Paraffinschnitten  
 
3.3.2. Färbemethoden der Paraffinschnitte 
3.3.2.1. Alcianblau- und Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Ziel dieser Färbung war eine Übersicht über die Gelstruktur und den darin vorhandenen 
Zellen. Der Farbstoff Alcianblau färbt saure Mucopolysaccharide, wie beispielsweise 
HA, blau. Hämatoxylin-Eosin (HE) ist eine histologische Standardfärbung zur Darstel-
lung von Zellen, deren Kerne dunkelblau und das Zytoplasma rot gefärbt werden.  
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Die Färbelösung bestand aus 1g Alcianblau in 100 ml 3%iger Essigsäure (pH 2,5). Für 
eine 1%ige Eosinlösung wurden 1g Eosin auf 100ml Aqua dest. gelöst.  
Das Protokoll kann Tabelle 18 entnommen werden. 
 
30 Minuten in einer Alcianblaulösung 
Spülen mit Aqua dest. 
10 Minuten in Hämatoxylin (sauer nach Meyer) 
10 Minuten Bläuen in lauwarmem Leitungswasser 
2 Minuten in 1%Eosin 
Spülen mit Leitungswasser 
 
Tabelle 18: Durchführung der Färbung von Paraffinschni tten mit Alcianblau und HE 
 
Die Präparate wurden mit einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70%, 96% und 100% 
Ethanol entfärbt. Nach der Überführung in Xylol für 3x5 Minuten erfolgte der Verschluss 
mit Entellan®.  
 
3.3.2.2. Siriusrot-Färbung 
Kollagen ist ein Hauptbestandteil der ECM in der Haut und seine Synthese spielt eine 
entscheidende Rolle bei der Wundheilung.  
Mit der Siriusrot-Färbung wird Kollagen im normalen Lichtmikroskop rot dargestellt. Die 
Auswertung wurde in dieser Arbeit mit einem Polarisationsfilter ergänzt. In zirkulär po-
larisiertem Licht erscheinen Kollagenfasern rot bis gelblich oder grün.  
Für 100ml Färbelösung wurden 90ml gesättigte Pikrinsäure und 10ml Sirius-Rot 1% (1g 
Siriusrot aus 100ml Aqua dest.) verwendet. Der Ansatz wurde mindestens 24 Stunden 
vor Gebrauch hergestellt.  
Die Präparate wurden für 30 Minuten in der Siriusrot-Lösung gefärbt und dann mit Aqua 
dest. gespült.  
Die Entfärbung erfolgte über eine aufsteigende Alkoholreihe mit 50%, 75% und 96% 
Ethanol für je 1 bis 2 Minuten. Nach einem fünfminütigen Bad in einem 1:1-Gemisch aus 
Xylol und Alkohol absolut wurden die Schnitte für 3x 5 Minuten in Xylol überführt. Die 
Eindeckung erfolgte mit Entellan®.  
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3.3.3. Immunhistochemie PCNA 
Durch die Paraffineinbettung und die dafür notwendigen Vorbehandlungen können Pro-
teine in ihrer Struktur verändert werden. Antikörper können so unter Umständen nicht 
mehr an ihr Epitop binden, was als Antigen-Maskierung bezeichnet wird. Diese Verän-
derungen können sowohl irreversibel, als auch reversibel sein. Eine Antigen-Demaskie-
rung wurde in dieser Arbeit durch 15 minütiges Erhitzen der Schnitte in einem Citratpuf-
fer (pH = 6,5) erreicht.  
Dem Kochen schloss sich eine Abkühlungsphase von 5 Minuten an. Während dieser Zeit 
wurde der heiße Puffer gegen einen kalten ausgetauscht.  
Um unspezifische Bindungen des Antikörpers zu verhindern, wurden die Präparate für 
10 Minuten mit PBS/1% Rinderserumalbumin (BSA) geblockt. Überschüssige Block-
Lösung wurde in einem 10minütigen Bad in Aqua dest. entfernt.  
Auf jeden Schnitt wurden 40μl des Primär-Antikörpers gegeben, der zuvor im Verhältnis 
1:50 mit PBS verdünnt wurde. Die Schnitte wurden dann über Nacht bei 4°C in einer 
feuchten Kammer inkubiert.  
Die Antigen-Antikörperbindung wurde mit Hilfe des Kit Super SensitiveTM Link-Label 
IHC Detection System von Biogenex sichtbar gemacht. Die Färbung wurde unter dem 
Mikroskop optisch kontrolliert und die Reaktion nach etwa 5 Minuten mit Aqua dest. 
abgestoppt. Eine Gegenfärbung erfolgte für 5 Minuten in Hämalaun nach Meyer. Die 
Schnitte wurden einige Minuten mit lauwarmem Leitungswasser gebläut und anschlie-
ßend mit Aquatex® eingedeckt.  
 
3.4. Auswertung der Paraffinschnitte 
Die Betrachtung und digitale Aufnahme sowie die Speicherung der Bilder erfolgte mit 
dem Mikroskop Biorevo BZ-9000 der Firma Keyence. 
Zum Anfertigen der Übersichtsbilder in der Alcianblau-HE- sowie der Siriusrot-Färbung 
wurden Ausschnittsfotos mit einem 10fach Objektiv aufgenommen und anschließend mit 
der Software des Mikroskops zu einem Gesamtbild zusammengesetzt. Zur Verbesserung 
der Schärfentiefe wurde eine „Focus Z-stacking“- Funktion der Software genutzt.  
Zur Evaluation der Porengröße in Abhängigkeit des Kulturzeitraumes wurden jeweils 60 
Poren mit Hilfe der Software des Mikroskops vermessen.  
Die Auswertung und Bildaufnahme der immunhistochemisch gefärbten Präparate er-
folgte auf gleiche Art und Weise bei 20-facher Vergrößerung.  
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3.5. Färbung von Gelen mit Siriusrot 
Ziel war die makroskopische Analyse der ECM-Bildung in den Gelen. Das Protokoll ent-
spricht dem für die Färbung von Paraffinschnitten.  
Mit einem Stereomikroskop wurden die gefärbten Gele bei 10-facher Vergrößerung be-
trachtet und fotografiert.  
 
3.6. Statistische Auswertung 
Jeder Versuch wurde mindestens 3 Mal durchgeführt.  
Zur statistischen Auswertung der Daten wurde das Programm GraphPad Prism 6.0 ge-
nutzt. Für die Berechnung der Signifikanzen kam der ungepaarte t-Test zum Einsatz. Da-
bei wurden die 95%-Konfidenzintervalle berechnet und p-Werte ≤0,05 (*) als signifikant 
angesehen. Höhere Signifikanzstufen sind mit (**) für p≤0,01, (***) für p≤0,001 und 
(****) für p≤0,0001 gekennzeichnet.  
Aufgrund der geringen Stichprobenanzahl stellte sich der erhobene Datensatz der Unter-
suchung zur Genexpression nicht optimal normalverteilt, sondern leicht positiv verzerrt 
dar, weswegen eine Quadratwurzeltransformation zur statistischen Auswertung erfolgte. 
In Kapitel 4.4. sind die entsprechend rücktransformierten geometrischen Mittelwerte, 
Standardabweichungen, Mittelwertdifferenzen und p-Werte angegeben.   
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4. Ergebnisse 
4.1. Eigenschaften der Gele 
Die in dieser Arbeit verwendeten Cryogele aus acrylierter Hyaluronsäure hatten eine Di-
cke von 1,5 mm, einen Durchmesser von 1,5 cm und eine mittlere Porengröße von 100 
µm. Bei Kontakt mit Flüssigkeit, quollen die Gele und wiesen daher in den mikroskopi-
schen Aufnahmen eine Dicke >1,5mm auf.  
Nach der Herstellung wurden die Gele teilweise mehrere Wochen bei 4 °C in PBS gela-
gert und anschließend für unterschiedlich lange Zeiträume in Fibroblasten-Kulturmedium 
inkubiert. Sowohl während der Bearbeitung der Gele als auch in der späteren histologi-
schen Auswertung waren keinerlei Unterschiede bezüglich der Stabilität zwischen den 
unterschiedlich lang gelagerten bzw. kultivierten Gelen ersichtlich. Dies lässt darauf 
schließen, dass eine länger andauernde Lagerung bzw. Kultivierung keinen Einfluss auf 
die Gelstruktur hat und diese auch längerfristig intakt bleibt.  
Die Cryogele waren weich und elastisch. Bei leichten Manipulationen, wie beispielsweise 
dem vorsichtigen Herausnehmen aus den Kultivierungsplatten mit Hilfe einer Pinzette, 
erwiesen sie sich dennoch als strukturstabil und rissen nicht ein.  
Während der Durchführung der Versuche fiel eine hohe Saugfähigkeit der Gele auf, wo-
bei Flüssigkeiten genauso schnell und effektiv aufgenommen wie abgegeben wurden. 
Diese Eigenschaft veränderte sich auch nach mehrmaligem Flüssigkeitsentzug und an-
schließender –wiederaufnahme nicht merklich. 
Zunächst wurde versucht, zur histologischen Auswertung Gefrierschnitte der Gele anzu-
fertigen. Da die gefrorenen Gele jedoch nicht auf dem Objektträger haften blieben, wurde 
auf die Paraffineinbettung ausgewichen. 
Ungefärbte Cryogele zeigten bei geringen, für die Antikörperdetektion relevanten Belich-
tungszeiten eine hohe Eigenfluoreszenz in allen Kanälen (rot, grün, blau), wodurch eine 
zuverlässige histologische Auswertung mittels Immunfluoreszenz durch starke Hinter-
grundsignale unmöglich war.  
 
4.2. Histologische Auswertung 
Die Gele wurden mit humanen dermalen Fibroblasten besiedelt und für 7, 14, 21 und 28 
Tage in Fibroblasten-Kulturmedium kultiviert. Anschließend erfolgte mit unterschiedli-
chen Färbemethoden eine Analyse des Zellgehalts, des Wachstumsverhaltens, der Ein-
dringtiefe, der Proliferation sowie der Kollagenablagerung durch die Fibroblasten. 
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Zusätzlich wurde die mittlere Porengröße zu allen Zeitpunkten ermittelt, um einen mög-
lichen Abbau der Gelstruktur detektieren zu können.  
 
4.2.1. Fibroblasten lassen sich im HA-Gel kultivieren 
Zur Übersichtsgewinnung wurde eine Alcianblau- mit einer HE-Färbung kombiniert. Al-
cianblau dient dem Nachweis saurer Mukopolysaccharide wie HA, während HE spezi-
fisch Zellen anfärbt.  
 
 
Abbildung 6: Alcianblau-HE-Färbung eines Paraffinschnitts, Übersichtsaufnahme, Vergrößerung 10x, 
Kultur über 7 Tage 
Skalierung 300µm 
 
 
 
Abbildung 7: Alcianblau-HE-Färbung eines Paraffinschnitts, Detailaufnahme Vergrößerung 10x, Kultur 
über 7 Tage 
Skalierung 100µm 
  
40 
 
 
 
Abbildung 8: Alcianblau-HE-Färbung eines Paraffinschnitts, Übersichtsaufnahme, Vergrößerung 10x, 
Kultur über 28 Tage 
Skalierung 300µm 
 
 
 
Abbildung 9: Alcianblau-HE-Färbung eines Paraffinschnitts, Detailaufnahme, Vergrößerung 10x, Kultur 
über 7 Tage 
Skalierung 100µm 
 
Die Gelstruktur zeigt sich in diesen Aufnahmen als blassblau gefärbte Balken, die sich zu 
einer unregelmäßigen Netzstruktur zusammenfügen. Die Zellen wachsen im Gel an, was 
an den dunkelblau gefärbten Zellkernen innerhalb der Gelporen in Bild 6 bis 9 erkennbar 
ist. 
Es ist zu sehen, dass sich die Zellen im oberen Teil des Gels sehr dicht ansiedeln, während 
sie in der Tiefe des Gels vereinzelter und weiter verteilt vorliegen. Der Zellsaum an der 
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Geloberfläche wird bei längerer Kultivierung breiter und dichter. Dies wird besonders 
deutlich, wenn man die Bilder nach 7 und 28 Tagen miteinander vergleicht. 
Die Pfeile in den Bildern markieren die maximale Eindringtiefe. Diese beträgt nach 7 
Tagen etwa 1.200μm und nimmt über die Zeit weiter zu bis nach 21 und 28 Tagen eine 
vollständige Besiedelung der Gele sichtbar ist (Übersichts- und Detailaufnahmen bei Kul-
tur über 14 und 21 Tage siehe Anlagen). Demnach wachsen die Zellen von oben nach 
unten in das Gel ein. Weiterhin ist aufgrund der guten Verteilung der Zellen von einer 
flächendeckend ausreichenden Sauerstoff- und Nährstoffversorgung im Gel auszugehen.  
 
4.2.2. Fibroblasten proliferieren im HA-Gel 
Zum Nachweis der Zellproliferation im HA-Gel, wurde die Immunhistochemie mit einem 
Antikörper gegen PCNA („proliferating cell nuclear antigen“) genutzt. PCNA ist in den 
Nuclei proliferierender Zellen verschiedenster Gewebetypen, auch der Haut, nachweis-
bar. Es wird abhängig vom Zellzyklus reguliert und erreicht seine maximale Expression 
in der G1 und S-Phase (Celis und Bravo 1984; Celis et al. 1988; Kurki et al. 1988). 
Abbildung 10 zeigt Negativkontrollen ohne Inkubation mit dem Primärantikörper, wobei 
links ein Ausschnitt aus dem oberen Teil und rechts ein Ausschnitt aus dem mittleren Teil 
eines Gels zu sehen ist. Insbesondere im linken Bild sind die dicht beieinander liegenden 
Zellen zu sehen, deren Zellkerne hier dunkelgrau bis schwarz erscheinen.  
 
 
 
Abbildung 10: Immunhistochemiefärbung eines Paraffinschnittes mit einem AK gegen PCNA, Vergröße-
rung 20x, Negativkontrolle 
 a) Ausschnittsaufnahme von der Oberfläche eines Cryogels 
 b) Ausschnittsaufnahme aus der Mitte eines Cryogels 
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In Abbildung 11 bis 14 sind im Gegensatz deutlich die rot gefärbten Kerne der Fibroblas-
ten zu erkennen. Der Nachweis von PCNA war zu allen getesteten Zeitpunkten positiv. 
Eine intensivere Färbung im oberen Teil der Gele ist am wahrscheinlichsten auf eine 
Überlagerung durch eine höhere Zelldichte zurückzuführen. 
 
 
 
Abbildung 11: Immunhistochemiefärbung eines Paraff inschnittes mit einem AK gegen 
PCNA, Vergrößerung 20x, Kultur über 7 Tage  
 a) Ausschnittsaufnahme von der Oberfläche eines Cryogels  
 b) Ausschnittsaufnahme aus der Mitte eines Cryogels  
 
 
 
 
Abbildung 12: Immunhistochemiefärbung eines Paraffinschnittes mit einem AK gegen 
PCNA, Vergrößerung 20x, Kultur über 14 Tage  
 a) Ausschnittsaufnahme von der Oberfläche eines Cryogels  
 b) Ausschnittsaufnahme aus der Mitte eines Cryogels  
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Abbildung 13: Immunhistochemiefärbung eines Paraffinschnittes mit einem AK gegen 
PCNA, Vergrößerung 20x, Kultur über 21 Tage  
 a) Ausschnittsaufnahme von der Oberfläche eines Cryogels  
 b) Ausschnittsaufnahme aus der Mitte eines Cryogels  
 
 
 
 
Abbildung 14: Immunhistochemiefärbung eines Paraffinschnittes mit einem AK gegen 
PCNA, Vergrößerung 20x, Kultur über 28 Tage  
 a) Ausschnittsaufnahme von der Oberfläche eines Cryogels  
 b) Ausschnittsaufnahme aus der Mitte eines Cryogels  
 
 
Folglich fand eine Proliferation der Fibroblasten innerhalb des Gels statt. Dabei wurde 
die Zellteilungsaktivität weder durch eine länger andauernde Kultivierungszeit noch 
durch die Lage der Zellen innerhalb des Gels wesentlich beeinflusst.  
Diese Ergebnisse unterstützen den Eindruck, dass es zu einer Zunahme der Zellen inner-
halb des Gels kommt, der bereits durch die Alcianblau-HE-Färbung gewonnen wurde.  
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4.2.3. Fibroblasten bilden Kollagen und lagern dieses im Gel ein 
Zur Auswertung der Ablagerung von Kollagen wurde die Siriusrotfärbung angewendet, 
die spezifisch Kollagenfasern rot anfärbt. Durch eine Polarisation des Lichts wird der 
Hintergrund dunkel und die Fasern leuchten rot, gelb und grün. So lassen sie sich noch 
differenzierter darstellen. Die Gele wurden geviertelt und diese Viertel sowie die Paraf-
finschnitte gefärbt und ausgewertet. Auf diese Weise konnte zunächst makroskopisch ein 
Gesamteindruck gewonnen und dieser anschließend mikroskopisch bestätigt werden. 
Vergleicht man Bilder von der Ober- und Unterseite der gefärbten Gelstücke miteinander 
(Abbildung 15 bis 18), fällt zunächst die intensiv rot und vollständig gefärbte Oberseite 
auf. Die Unterseite hingegen wirkt inhomogener und weist teilweise ungefärbte, weißlich 
erscheinende Areale auf.  
In den Aufnahmen von oben sieht man auf der Oberfläche kräftige, netzartig verzweigte 
Verdichtungen. Hier haben sich Kollagenfasern aneinandergelagert. Insgesamt wirkt die 
Struktur glatter als die der schwammartig aussehenden Unterseite. Je länger die Kultivie-
rungszeit andauerte, desto mehr glich sich die Unterseite hinsichtlich Farbe und Struktur 
der Oberseite an, bis nach 28 Tagen (Abbildung 18) eine Unterscheidung mit bloßem 
Auge nur noch schwer möglich war.  
 
 
 
Abbildung 15: Siriusrotfärbung eines Cryogelvie rtels, Vergrößerung 10x, Kultur über 7 
Tage 
 a) Aufnahme der Oberseite  
 b) Aufnahme der Unterseite  
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Abbildung 16: Siriusrotfärbung eines Cryogelviertels, Vergrößerung 10x, Kultur über 14 
Tage 
 a) Aufnahme der Oberseite  
 b) Aufnahme der Unterseite  
 
 
 
 
Abbildung 17: Siriusrotfärbung eines Cryogelviertels, Ver größerung 10x, Kultur über 21 
Tage 
 a) Aufnahme der Oberseite  
 b) Aufnahme der Unterseite  
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Abbildung 18: Siriusrotfärbung eines Cryogelviertels, Vergrößerung 10x, Kultur über 28 
Tage 
 a) Aufnahme der Oberseite  
 b) Aufnahme der Unterseite  
 
 
Die Abbildungen 19 bis 22 zeigen Aufnahmen der Paraffinschnitte unter dem Mikroskop 
ohne Verwendung eines Polarisationsfilters. Man erkennt die rot gefärbten Kollagenfa-
sern, die abhängig von der Kultivierungszeit zunahmen. Während die Fasern nach 7 und 
14 Tagen vor allem an der Oberseite zu finden sind, zeigt sich im weiteren Verlauf auch 
an den Seiten und der Unterfläche eine deutliche Kollagenablagerung. Diese Ergebnisse 
bestätigen den zuvor beschriebenen makroskopisch gewonnen Eindruck.  
 
 
 
Abbildung 19: Siriusrotfärbung eines Paraffinschnitts, Ver größerung 10x, Kultur über 7 
Tage 
 a) Übersichtsaufnahme 
 b) Detailaufnahme  
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Abbildung 20: Siriusrotfärbung eines Paraffinschnitts, Ver größerung 10x, Kultur über 14 
Tage 
 a) Übersichtsaufnahme 
 b) Detailaufnahme  
 
 
 
 
Abbildung 21: Siriusrotfärbung eines Paraffinschnitts, Vergrößerung 10x, Kultur über 21 
Tage 
 a) Übersichtsaufnahme 
 b) Detailaufnahme  
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Abbildung 22: Siriusrotfärbung eines Paraffinschnitts, Ver größerung 10x, Kultur über 28 
Tage 
 a) Übersichtsaufnahme 
 b) Detailaufnahme 
 
 
Die Abbildungen 23 und 24 sind unter polarisiertem Licht aufgenommen. Während nach 
7 Tagen nahezu keine Fasen erkennbar sind, ist nach 14, 21 und 28 Tagen eine deutliche 
Zunahme leuchtender Fasern zu verzeichnen. Bei Betrachtung von Abbildung 24a wirkt 
der Faseranteil nach einer Kultivierungszeit von 21 Tagen besonders hoch. Dies ist jedoch 
schnittbedingt und durch die Auswahl der verwendeten Aufnahmen verursacht. Ver-
gleichsproben konnten diesen Eindruck nicht bestätigen. Ziel der Färbung in dieser Arbeit 
war in erster Linie eine qualitative und nicht quantitative Aussage zur Kollagenablage-
rung in den Cryogelen.  
 
 
 
Abbildung 23: Siriusrotfärbung eines Paraffinschnittes unter Verwendung eines Polarisa-
tionsfilters, Vergrößerung 10x 
 a) Kultur über 7 Tage  
 b) Kultur über 14 Tage  
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Abbildung 24: Siriusrotfärbung eines Paraffinschnittes unter Verwendung eines Polarisa-
tionsfilters, Vergrößerung 10x  
 a) Kultur über 21 Tage  
 b) Kultur über 28 Tage 
 
 
4.2.4. Messung der Porengröße 
Die Messung der Porengröße in den Gelen dient der Detektion von zeitabhängigen Ver-
änderungen, die auf eine Zersetzung der Gele durch die Zellen oder das umgebende Me-
dium hinweisen.  
Tabelle 19 gibt die gemessenen mittleren Porengrößen und Standardabweichungen zu 
den Zeitpunkten 7, 14, 21 und 28 Tagen an. Es zeigt sich eine leichte Zunahme der Po-
rengröße im Vergleich zum Messstartpunkt nach 7 Tagen, die nach 14 und 21 Tagen 
signifikant ist (Abbildung 25).  
 
Tag Mittlerer Durchmesser [µm] SD [µm] 
Differenz der 
mittleren Po-
rengröße  
7 105,9 24,4  
14 117,6 33,5 + 11% 
21 124,7 28,3 +17,8 % 
28 111,0 18,7 +4,8 % 
 
Tabelle 19: Mittlerer Durchmesser der Poren mit Standardabweichungen nach 7, 14, 21 
und 28 Tagen Inkubationszeit und die Differenz in % zum Messstartpunkt  
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Abbildung 25: Mittlerer Durchmesser der Poren nach 7, 14, 21 und 28 Tagen Inkubation 
(n=60) 
 
4.3. Untersuchung der Stoffwechselaktivität und Proliferation 
Der Nachweis stoffwechselaktiver Zellen im HA-Cryogel erfolgte mit einem XTT-Test 
und wurde mit Messungen bei 2-dimensionalem Wachstum auf einer Kollagenbeschich-
tung verglichen.  
Zu Beginn befanden sich in allen getesteten Proben die gleichen Zellzahlen. Die Wachs-
tumszeiten betrugen 48 und 96 Stunden. Bei Zunahme der Stoffwechselaktivität nach 
längerer Kultivierungszeit kann so indirekt auch eine qualitative Aussage zur Prolifera-
tion gemacht werden. Nach 96 Stunden erfolgte kein erneuter Vergleich mit der Kon-
trolle, da aus früheren Arbeiten bereits eine Inhibierung der Zellproliferation bei Kon-
fluenz bekannt ist (Chassot et al. 2008) 
 
 
 
Abbildung 26: Absorptionsmessungen im Rahmen des XTT -Assays 
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Wie man Abbildung 26 entnehmen kann, unterscheidet sich nach 48 Stunden die Zahl 
vitaler Zellen im HA-Gel nicht von der im Kollagengel. Im weiteren Verlauf zeigt sich 
eine signifikante Zunahme der Stoffwechselaktivität im HA-Gel, so dass von einer 
Proliferation der Zellen ausgegangen werden kann.  
 
4.4. Analyse der Genexpression der Fibroblasten nach Stimulation mit TGF-β und 
PDGF-BB 
Zur Untersuchung des Einflusses von Wachstumsfaktoren wie TGF-β und PDGF-BB auf 
den Matrixstoffwechsel dermaler Fibroblasten (Fb) in den HA-Cryogelen wurde eine 
quantitative Real-Time-PCR durchgeführt. Die Ergebnisse wurden mit denen dermaler 
Fibroblasten im Kollagengel verglichen. Die Kultivierung erfolgte für 24 und 96 Stunden.  
Es wurde der Gehalt an mRNA von drei für den Matrixstoffwechsel relevanten Genen 
ermittelt. Während Kollagen Typ I ein direkter Bestandteil der ECM ist, sind die Enzyme 
HAS-2 und MMP-1 an Auf- und Umbauprozessen der ECM während der Wundheilung 
beteiligt (siehe Kapitel 1.5).  
Es werden für jedes untersuchte Gen die p-Werte sowie die geometrischen Mittelwerte, 
Standardabweichungen und Differenzen zur Kontrolle, die jeweils auf den Wert 1 nor-
miert wurde, angegeben. Die zugehörigen Abbildungen hingegen zeigen die nicht trans-
formierten Originaldaten.  
 
4.4.1. Untersuchung der Genexpression von Kollagen Typ I 
Die Abbildungen 27a bis d zeigen die relative mRNA Expression von Kollagen Typ I bei 
Kultur im HA-Cryogel und im Kollagengel zu den Messzeitpunkten 24 und 96 Stunden.  
TGF-β-induziert verzögert die Coll-1-Expression im HA-Gel (Abbildung 27b). Während 
nach 24 Stunden noch kein signifikanter Unterschied vorhanden ist, liegt sie nach 96 
Stunden 3-fach über dem unbehandelten Kontrollwert. Im Kollagen-Gel hingegen wird 
die Coll-1-Expression inhibiert, aber in weniger ausgeprägtem Maße als bei Applikation 
von PDGF-BB (Tabelle 20 bis 23).  
In Abbildung 27c ist zu sehen, dass PDGF-BB signifikant die Coll-1-Expression im Kol-
lagen- Gel inhibiert. Sie sinkt nach 24 Stunden um 53% und nach 96 Stunden um 82% 
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Im HA-Gel zeigt sich nach 24 Stunden eine 
transiente PDGF-BB vermittelte Reduktion um mehr als 60%. Nach 96 Stunden haben 
sich die Werte wieder weitestgehend denen der unbehandelten Kontrolle angeglichen 
(Tabelle 20 bis 23).  
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 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 0,871 0,004 -0,129 0,381 
PDGF-BB 0,463 0,001 -0,537 <0,0001 
 
Tabelle 20: Genexpression von Kollagen Typ 1 im Kollagengel nach 24 Stunden, geometrische Daten 
 
 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 0,691 0,006 -0,309 0,048 
PDGF-BB 0,183 0,001 -0,817 <0,0001 
 
Tabelle 21: Genexpression von Kollagen Typ 1 im Kollagengel nach 96 Stunden, geometrische Daten 
 
 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 0,901 0,014 -0,099 0,784 
PDGF-BB 0,381 0,013 -0,619 0,011 
 
Tabelle 22: Genexpression von Kollagen Typ 1 im HA-Gel nach 24 Stunden, geometrische Daten 
 
 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 2,914 0,006 1,914 <0,0001 
PDGF-BB 0,381 0,012 -0,619 0,574 
 
Tabelle 23: Genexpression von Kollagen Typ 1 im HA-Gel nach 96 Stunden, geometrische Daten 
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Abbildung 27:Expressionsraten von Coll -1 nach Behandlung mit TGF-β 1 und PDGF-BB 
 nicht transformierte Originaldaten  
 a) Untersuchung nach 24 h bei Kultur von Fb im Kollagengel  
 b) Untersuchung nach 24h bei Kultur von Fb im HA -Cryogel 
 c) Untersuchung nach 96 h bei Kultur von Fb im Kollagengel  
 d) Untersuchung nach 96j bei Kult ur von Fb im HA-Cryogel 
 
4.4.2. Untersuchung der Genexpression von HAS-2 
In Abbildung 28 ist der Trend einer TGF-β induzierten HAS-2 Expression zu erkennen, 
die sich jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant von der Kontrollgruppe unterscheidet.  
Wie Abbildung 28 entnommen werden kann, aktiviert PDGF-BB transient die Expres-
sion von HAS-2 sowohl im Kollagen- als auch im HA-Gel. Nach 24 Stunden ist sie im 
Kollagengel 5- im HA-Gel 6-mal so hoch wie in der unbehandelten Kontrolle. Nach 96 
Stunden sinkt die Expression in beiden untersuchten Gelformen ab. Während in den 
HA-Gelen wieder basale Werte erreicht werden, ist in den Kollagengelen die Expres-
sion mehr als zweifach größer gegenüber der Kontrolle (Tabelle 24 bis 27).  
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 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 1,399 0,016 0,399 0,157 
PDGF-BB 5,253 0,134 4,253 0,002 
 
Tabelle 24: Genexpression von HAS-2 im Kollagengel nach 24 Stunden, geometrische Daten 
 
 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 1,096 0,022 0,096 0,663 
PDGF-BB 2,220 0,023 1,220 0,005 
 
Tabelle 25:Genexpression von HAS-2 im Kollagengel nach 96 Stunden, geometrische Daten 
 
 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 1,130 0,047 0,130 0,674 
PDGF-BB 5,866 0,201 4,866 0,005 
 
Tabelle 26: Genexpression von HAS-2 im HA-Gel nach 24 Stunden, geometrische Daten 
 
 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 1,057 0,022 0,057 0,822 
PDGF-BB 1,040 0,010 0,040 0,804 
 
Tabelle 27: Genexpression von HAS-2 im HA-Gel nach 96 Stunden, geometrische Daten 
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Abbildung 28: Expressionsraten von HAS-2 nach Behandlung mit TGF-β 1 und PDGF-BB 
 nicht transfomierte Originaldaten  
a) Untersuchung nach 24 h bei Kultur von Fb im Kollagengel  
 b) Untersuchung nach 24h bei Kultur von Fb im HA -Cryogel 
 c) Untersuchung nach 96 h bei Kultur von Fb im Kollagengel  
 d) Untersuchung nach 96j bei Kultur von Fb im HA-Cryogel 
 
 
 
4.4.3. Untersuchung der Genexpression von MMP-1 
Tabelle 29 kann entnommen werden, dass TGF-β im Kollagengel die MMP-1 Expression 
nach 96 Stunden signifikant um das 3-fache erhöht. Im HA-Gel lässt sich dieser Effekt 
nicht beobachten (Tabelle 31).  
Die Abbildungen 29a bis d zeigen die signifikante PDGF-BB-vermittelte Induktion der 
MMP-1 Expression im Kollagen- und HA-Gel. Nach 24 Stunden steigt die Expression 
im Kollagengel auf den 2,5-fachen Wert der Kontrolle und nach 96 Stunden auf den 8,5-
fachen Wert (Tabelle 28 bis 31).  
Im HA-Gel zeigt sich ebenso eine schnelle Expressionssteigerung, die aber im Vergleich 
deutlich ausgeprägter und von kürzerer Dauer ist. Wie den Tabellen 30 und 31 
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entnommen werden kann, steigt sie nach 24 Stunden auf den 14-fachen Wert der Kon-
trolle und sinkt bereits nach 96 Stunden wieder ab.  
 
 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 1,128 0,017 0,128 0,6 
PDGF-BB 2,437 0,055 1,437 0,028 
 
Tabelle 28: Genexpression von MMP-1 im Kollagengel nach 24 Stunden, geometrische Daten 
 
 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 2,883 0,112 1,883 0,048 
PDGF-BB 3,482 0,203 2,482 0,001 
 
Tabelle 29: Genexpression von MMP-1 im Kollagengel nach 96 Stunden, geometrische Daten 
 
 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 0,589 0,019 -0,411 0,155 
PDGF-BB 13,995 0,924 12,995 0,006 
 
Tabelle 30: Genexpression von MMP-1 im HA-Gel nach 24 Stunden, geometrische Daten 
 
 Geometrischer 
Mittelwert 
Standardabweichung Differenz zur 
Kontrolle 
p-Wert 
TGF-β 1,259 0,019 0,259 0,404 
PDGF-BB 5,968 0,200 4,968 0,007 
 
Tabelle 31: Genexpression von MMP-1 im HA-Gel nach 96 Stunden, geometrische Daten 
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Abbildung 29: Expressionsraten von MMP-1 nach Behandlung mit TGF-β 1 und PDGF-
BB 
 nicht transformierte Originaldaten 
a) Untersuchung nach 24 h bei Kultur von Fb im Kollagengel  
 b) Untersuchung nach 24h bei Kultur von Fb im HA -Cryogel 
 c) Untersuchung nach 96 h bei Kultur von Fb im Kollagengel  
 d) Untersuchung nach 96j bei Kultur von Fb im HA -Cryogel 
 
 
4.5. Zusammenfassung der Ergebnisse 
Die Cryogele aus acrylierter HA, die für die Anfertigung dieser Arbeit verwendet wurden, 
weisen eine flexible und elastische Struktur auf. Flüssigkeiten werden durch die Gele 
sowohl gut aufgenommen als auch wieder abgegeben. Die Stabilität wird weder durch 
eine längerfristige Lagerung bei 4°C in PBS noch durch eine mehrwöchige Kultur mit 
dermalen Fibroblasten in Kulturmedium augenscheinlich beeinflusst. Messungen zeigen 
jedoch eine leichte Zunahme der Porengröße in Abhängigkeit von der Kulturzeit.  
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Ausgesäte dermale Fibroblasten adhärieren an der Gelstruktur und verteilen sich, indem 
sie in die Tiefen des Cryogels einwandern. Mittels eines XTT-Assays konnte nachgewie-
sen werden, dass sich die Anzahl der adhärierenden und stoffwechselaktiven Zellen im 
Vergleich zur Kultur auf einer Kollagenbeschichtung nicht unterscheiden. Bei Kultur im 
HA-Cryogel proliferieren dermale Fibroblasten und synthetisieren Kollagen als wich-
tigste Komponente der ECM. Der Behandlung mit den wundheilungsassoziierten Zyto-
kinen TGF-β 1 und PDGF-BB folgte eine adäquate Reaktion der Zellen und eine Regu-
lation der Gene Coll-1, HAS-2 und MMP-1, deren Produkte maßgeblich am Auf- und 
Umbau der ECM beteiligt sind.  
Zusammenfassend stellen daher die hier verwendeten Cryogele aus HA eine geeignete 
Möglichkeit zur 3-dimensionalen Kultur dermaler Fibroblasten dar. 
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5. Diskussion 
5.1. Epidemiologie dermaler Verletzungen und die Notwendigkeit neuer Therapien 
Die Forschung an neuen Therapiemethoden zur Behandlung von Brandverletzungen so-
wie großflächigen und chronischen Wunden ist bedeutsam und notwendig. Statistisch er-
leiden in Deutschland jährlich knapp 3.000 Menschen schwere Verbrennungen (Schuster 
und Dick 2015), rund 16 Millionen chirurgische Eingriffe werden durchgeführt (Statisti-
sches Bundesamt) und es leben geschätzt 4 Millionen Menschen mit einer chronischen 
Wunde (Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen und medizinischen Fachgesell-
schaften 2014). Aufgrund der alternden Gesellschaft, dem Anstieg relevanter Komorbi-
ditäten und dem Wandel des „Life-Styles“ ist in Bezug auf die chronischen Wunden zu-
dem eine Entwicklung zu erwarten, die das zuvor skizzierte Problem noch weiter ver-
schärfen wird.  
Für den Patienten stellen solche Verletzungen eine große Belastung und Einschränkung 
der Lebensqualität dar (Xie et al. 2012; Maddox 2012). Nicht selten leiden die Betroffe-
nen unter funktionellen Einbußen und psychischen Komorbiditäten (Loey und Son 2003; 
Jones et al. 2006). Die medizinische Versorgung von Brandverletzungen und chronischen 
Wunden ziehen häufige Arztbesuche und lange Behandlungszeiten nach sich. Im Fall des 
Ulcus cruris, eine der häufigsten Formen der chronischen Wunde, beträgt letztere trotz 
vielfältiger Behandlungsmethoden im Mittel 148 Tage (Heyer und Augustin 2014). Zu-
dem ist das funktionelle und ästhetische Ergebnis oft nicht zufriedenstellend.  
Durch die exorbitant langen Behandlungszeiten entstehen hohe Kosten für Personalauf-
wand und Materialverbrauch, die das Budget der Krankenkassen belasten. Die Deckung 
dieser Kosten stellt eine ökonomische Herausforderung dar. Allein die ausschließlich für 
die Behandlung des Ulcus cruris aufgewendeten direkten Kosten belaufen sich in 
Deutschland jährlich auf etwa zwei Milliarden Euro (Heyer und Augustin 2014). 
Grundsätzlich kommen für die Wundbehandlung zwei Möglichkeiten von Verbänden in 
Frage. Es werden konventionelle – trockene – von hydroaktiven Wundauflagen unter-
schieden. Zur konventionellen Art zählen beispielsweise Mullkompressen, während Al-
ginate, Hydrofasern oder Hydrogele, wie beispielsweise die in dieser Arbeit verwendeten 
HA-Cryogele, Beispiele für hydroaktive Wundauflagen darstellen (Heyer und Augustin 
2014).  
Ein bedeutender Nutzen hydroaktiver Produkte ist die Förderung eines feuchten Milieus, 
was die Wundheilung positiv beeinflusst. Im Vergleich zu trockenen Wundauflagen ist 
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der Verbandswechsel weniger schmerzhaft und muss seltener durchgeführt werden. Ne-
ben einer höheren Akzeptanz durch die Patienten, hat das auch wirtschaftliche Vorteile 
(Heyer und Augustin 2014). In der klinischen Praxis werden 90% der Patienten mit Ulcus 
cruris mit hydro-aktiven Wundauflagen oder in einer Kombination mit konventionellen 
Produkten behandelt. Bei den restlichen 10% muss von einer nicht leitliniengerechten 
Therapie ausgegangen werden (Heyer und Augustin 2014).  
In den derzeitig gültigen S3-Leitlinien zur Lokaltherapie chronischer Wunden wird keine 
explizite Produktempfehlung ausgesprochen. Sie gibt behandelnden Ärzten jedoch Kri-
terien zur Auswahl geeigneter Wundauflagen an die Hand, die Tabelle 32 entnommen 
werden können. 
Die Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesell-
schaften (AWMF) zur Behandlung thermischer und chemischer Verletzungen empfiehlt, 
Brandverletzungen bis zum Grad 2a konservativ zu behandeln. Zum Einsatz können hier 
auch biologische und synthetische Hautersatzmaterialien kommen (Arbeitsgemeinschaft 
der wissenschaftlichen und medizinischen Fachgesellschaften 2015) 
Ab Grad 2b sollten eine frühzeitige OP und zügige Hauttransplantation angestrebt werden 
(Deutschen Gesellschaft für Verbrennungsmedizin 2011). Bei sehr großflächigen Wun-
den sind jedoch die Möglichkeiten einer autologen Hauttransplantation begrenzt (Ring et 
al. 2009). Hier findet sich bereits der Einsatz künstlicher ECM-Präparate wie Integra, 
Suprathel oder Hyalomatrix, die als Epidermis- bzw. Dermisersatzmaterialien eingesetzt 
werden (Ring et al. 2009; Nicoletti et al. 2015; Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftli-
chen und medizinischen Fachgesellschaften 2015; Integra LifeSciences Corporation; 
Anika Therapeutics 2016; PolyMedics Innovations GmbH) 
Sie finden auch bereits Anwendung bei der Behandlung chronischer Wunden sowie in 
der plastischen und funktionellen Rekonstruktion (Nicoletti et al. 2015; Ring et al. 2009). 
Studien zeigen, dass sie Schmerzen reduzieren können (Ring et al. 2009) und die Wund-
heilung beschleunigen (Driver et al. 2015). Im Vergleich zu Spalthauttransplantaten zeigt 
sich eine bessere Regeneration und strukturelle Organisation sowie Hydrierung und Pig-
mentierung der Haut (Nicoletti et al. 2015).  
Die derzeit verfügbaren Produkte sind jedoch sehr teuer und zeigen je nach Grundsub-
stanz deutliche Fremdkörperreaktionen (Truong et al. 2005).  
Der Projektverbund TRR67 hat es sich zur Aufgabe gemacht, neue innovative ECM zu 
entwickeln, die den natürlichen Prozess der dermalen Wundheilung unterstützen sollen.  
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Der Schwerpunkt bei der Entwicklung artifizieller Matrizen liegt dabei neben der An-
wendbarkeit bei der bestmöglichen Verträglichkeit. Bei der Herstellung der Cryogele 
wurde daher die körpereigene Substanz HA verwendet. Darüber hinaus kann durch An-
wendung neuester Techniken der Einsatz toxischer Substanzen bei der Herstellung um-
gangen werden.  
 
5.2. Interaktionen der Zellen mit ihrer Umgebung - die Rolle der Kulturbedingun-
gen 
Seit den ersten Versuchen zu Beginn des 20. Jahrhunderts entwickelte sich die in vitro 
Kultur von Zellen zu einem nicht mehr wegzudenkenden Bestandteil der molekularbio-
logischen Forschung. Meistens erfolgt das Wachstum der Zellen dabei als 2-dimensionale 
Monolayerkultur auf Plastik- oder Glassubstraten. Durch Untersuchung der auf diese 
Weise angezüchteten Zellen konnten viele Erkenntnisse gewonnen werden. Jedoch sind 
die Ergebnisse nicht immer auf die Verhältnisse in vivo übertragbar (Schmitz 2011).  
Die spezifische Struktur des Gewebes, die die Ausbildung eines 3-dimensionalen Netz-
werks aus Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten ermöglicht, geht bei der Monolayerkul-
tur verloren. Die multidimensionale Stimulation ist jedoch Voraussetzung für das voll-
ständige Aufrechterhalten der komplexen Kommunikation der Zellen untereinander und 
der physiologischen Funktionsweise (Pampaloni et al. 2007). Studien zeigen, dass durch 
die Dimensionalität des Wachstums in vitro die Funktion und Morphologie von Zellen 
beeinflusst werden (Jaworski und Klapperich 2006; Chen und Thibeault 2012; Ochsner 
et al. 2010). Die Zellkultivierung in einem 3-dimensionalen Modell, das in seiner Zusam-
mensetzung und Aufbau die native ECM imitiert, kommt den physiologischen Wachs-
tumsbedingungen wesentlich näher als die Monolayerkultur (Pampaloni et al. 2007).  
Für die vorliegende Arbeit waren die Kulturbedingungen und die damit assoziierte Mög-
lichkeit von veränderten Interaktionen mit der umgebenden ECM von besonderer Bedeu-
tung. Aus der Literatur ist bekannt, dass die 3-dimensionale Kultivierung zu einer erhöh-
ten Expression des CD44-Rezeptors auf der Oberfläche von Fibroblasten, mit dem sie an 
Hyaluronsäure binden können, führt (Sawaguchi et al. 2009). Des Weiteren reagieren 
Fibroblasten divergent auf Wachstumsfaktoren wie beispielsweise auf das in dieser Ar-
beit verwendete TGF-β (Chen und Thibeault 2012).  
Um Beeinflussungen durch die Kulturbedingungen weitestgehend auszuschließen und 
die Vergleichbarkeit zu gewährleisten, wurden für die Untersuchungen der Cryogele 3-
dimensionale Kollagengele als Kontrolle verwendet.  
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Die Ausnahme bleibt das XTT-Proliferationsassay, da das Verfahren in 3D-Kollagenge-
len noch nicht ausreichend getestet wurde. In einer Publikation wurde die Anwendbarkeit 
dieses Tests in 3D-Kollagengelen in der Vergangenheit beschrieben (Huyck et al. 2012). 
Allerdings kann eine gleiche Diffusion des gebildeten Formazan-Farbstoffs aus den fein-
porigen Kollagengelen und den großporigen Cryogelen nicht vorausgesetzt werden, wes-
halb die Daten unter Umständen nur unzureichend vergleichbar wären. Zur Untersuchung 
der Zellviabilität und Proliferation in der Monolayerkultur auf einer Kollagenbeschich-
tung stellt der Test hingegen eine etablierte Methode dar und eignet sich daher besser als 
Kontrolle für die Zellproliferation in einem kurzen Zeitraum nach Aussaat. Da in der 
Monolayerkultur von Fibroblasten nach wenigen Tagen die Konfluenz erreicht wird und 
die proliferative Aktivität sistiert, wurde ein Vergleich ausschließlich nach 24 Stunden 
durchgeführt.  
Die Aussaat der Zellen in die Gele und auf die Kollagenbeschichtungen erfolgte unter 
statischen Bedingungen. Diese Methode ist sowohl schnell und einfach anzuwenden als 
auch kostengünstig. Zudem konnte auf diese Weise gewährleistet werden, dass die Zell-
suspension vollständig durch das Gel aufgenommen wurde. Nach einer kurzen Adhäsi-
onszeit erfolgte die weitere Kultivierung unter kreisförmiger Bewegung auf einem Schüt-
telgerät. Auf diese Weise sollte eine gleichmäßige Verteilung der Nährstoffe und Ab-
transport von Abfallstoffen erleichtert werden.  
Aus einer Publikation von Wendt et al. (2003) ist bekannt, dass sich die Adhärenz von 
Zellen in einer 3D-Matrix unter statischen und dynamischen Kulturbedingungen nicht 
signifikant unterscheiden. Bei Letzterem lässt sich allerdings eine gleichmäßigere Ver-
teilung in den Poren beobachten. 
Aufgrund der Vorteile beider Methoden wurde im Vorversuch entschieden, statische 
Aussaat und dynamische Kultivierung kombiniert anzuwenden, um eine bestmögliche 
Adhärenz und Verteilung der Zellen im Gel zu erreichen.  
Fibroblasten übernehmen während der Wundheilung eine Schlüsselrolle und eine adä-
quate Funktion ist essenziell für den Wundverschluss. Sie lassen sich leicht aus dermalem 
Gewebe isolieren und auch über längere Zeit problemlos in vitro kultivieren. Daher eig-
nen sich diese Zellen besonders gut für die in vitro Untersuchung von künstlich herge-
stellter ECM zur Anwendung auf der Haut zur Unterstützung der dermalen Wundheilung.  
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5.3. Cryogele aus Hyaluronsäure – ein geeignetes Substrat für die in vitro Kultur 
von Fibroblasten 
Die in dieser Arbeit verwendeten Gele waren aus HA, deren Molekülketten (mittleres 
Molekulargewicht: 71 kDa) über Acrylverbindungen miteinander vernetzt wurden. Zur 
Generierung dieser Bindung wurde Polyethylenglykol verwendet, das nicht-toxisch ist 
und unter dem Namen Macrogol als Abführmittel in Deutschland frei verkäuflich ist.  
Zur Vernetzung der Monomerkomponenten werden in aller Regel Substanzen eingesetzt, 
die als Radikalbildner fungieren. Radikale sind Teilchen, die mindestens ein einzelnes, 
ungepaartes Elektron besitzen, wodurch sie sehr reaktiv sind und Atombindungen auf-
spalten können. Im Körper können freie Radikale Schäden und Degenerationsprozesse 
auslösen und nur unzulänglich durch körpereigene Antioxidantien abgefangen werden 
(Zeeck et al. 2014). In Fall der hier verwendeten Cryogele wurde die Startreaktion jedoch 
durch Elektronenstrahlung initiiert, sodass keine toxischen Rückstände im Gel verblei-
ben. Während der Reaktion wird die Masse abgekühlt bis das Lösungsmittel in die feste 
Phase übergeht. Hier handelt es sich dabei um Wasser, das zu Eis transformiert wird. Die 
dabei entstehenden kristallinen Strukturen formen die Poren des Gels und lösen sich beim 
Wiedererwärmen auf. Der Name Cryogel weist auf den Kühlprozess des speziellen Her-
stellungsverfahrens hin. Es wurden bereits verschiedenen Substanzen für die Herstellung 
von Gelen getestet, die auf der Haut Anwendung finden sollen. Für Gele aus Hyaluron-
säure, die konventionell hergestellt werden, konnte keine Toxizität nachgewiesen werden 
(Vitteková et al. 2014). Da für die Synthese der Cryogele keinerlei giftige Substanzen 
verwendet werden, ist davon auszugehen, dass sie ebenfalls nicht toxisch sind. Die An-
nahme wird durch das gute Anwachsen und die proliferative Aktivität der Fibroblasten 
im Gel untermauert.  
Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, spielt die Beschaffenheit der 
umgebenden Matrix für das Verhalten der Fibroblasten eine entscheidende Rolle. Wang 
et al. (2005) testeten „Scaffolds“, die sich hinsichtlich Dicke, Porengröße und Inter-
konnektivität voneinander unterscheiden. Die besten Bedingungen für Fibroblasten fan-
den sich bei solchen, die eine Dicke von 1,5mm, eine Porengröße von 90 bis 360 µm und 
eine Interkonnektivität von 160 µm aufweisen.  
Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften bieten die HA-Cryogele daher optimale Vo-
raussetzungen für die in vitro Kultur von Fibroblasten, was sich in den Ergebnissen wi-
derspiegelt. Die im Cryogel ausgesäten Fibroblasten adhärieren im Vergleich zu einer 2-
dimensionalen Kultur auf einer Kollagenbeschichtung ähnlich gut. Im weiteren Verlauf 
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wandern sie in das Gel ein und verteilen sich zunehmend. Bis zum Beobachtungsende 
nach 28 Tagen lässt sich zu jedem Zeitpunkt eine proliferative Aktivität nachweisen.  
In den makroskopischen und mikroskopischen Ansichten findet sich eine flächende-
ckende und zeitabhängig zunehmende Ablagerung von Kollagen in die Poren des Gels, 
weshalb man von einer stetig ablaufenden Kollagensynthese ausgehen kann.  
Eine zunächst an der Oberseite stärker ausgeprägte Kollagensynthese war aufgrund der 
hier erhöhten Zelldichte in Anlehnung an die Ergebnisse der Alcianblau-HE-Färbung zu 
erwarten. Bei längerer Kultivierung erfolgte aber auch eine Ablagerung in tiefergelegene 
Poren der Cryogele. In den makroskopischen Aufnahmen finden sich zusammenhän-
gende Netze aus aneinander gelagerten Kollagenfasern. Dies lässt darauf schließen, dass 
Synthese und Ablagerung einer gewissen Regulation unterliegen.  
In den mikroskopischen Aufnahmen erscheinen tiefer im Gel gelegene Kollagenfasern 
dünner und stärker verzweigt, während die oberflächlichen Fasern kompakter aneinan-
dergelagert und parallel ausgerichtet sind. Im Verlauf nimmt die Schicht aus kompakt 
gelagerten Kollagenfasern zu. Möglicherweise fand analog zum physiologischen Wund-
verschluss eine Synthese und spätere Organisation der ECM statt. Ob und inwieweit dies 
tatsächlich der Fall ist und welche Rolle HA bei der Kultur von Fibroblasten in HA-Cry-
ogelen spielt, bedarf weiterer Untersuchungen. In vitro Studien von Chen und Thibeault 
(2012) zu Hydrogelen aus Hyaluronsäure konnten zeigen, dass die umgebende Hyalur-
onsäure die Produktion und Ablagerung von ECM kontrolliert. Darüber hinaus können 
HA-basierte „Scaffolds“ als Leitstruktur für die Migration verschiedener Zellen dienen. 
Essenziell dafür ist, dass die Interaktion der Zellen und der gegenseitige Einfluss auf die 
Funktion auch bei Kultivierung in einer artifiziellen ECM weiterhin stattfinden können 
(Chen und Thibeault 2013).  
Studien belegen, dass durch kombinierte Besiedelung von HA-basierten „Scaffolds“ 
durch Fibroblasten mit anderen Zelltypen die Ausbildung von Blut- und Lymphgefäßen 
sowie von Nerven in vitro möglich ist (Sugibayashi et al. 2012; Zavan et al. 2008).  
Bei Anwendung einer HA-Matrix als Wundauflage in vivo konnten. Nicoletti et al. (2015) 
zeigen, dass die Regeneration der ECM, die strukturelle Organisation und Hydrierung der 
Haut verbessert werden konnten.  
Aufgrund des körpereigenen Ursprungs hat HA nur eine geringe immunogene Aktivität 
und lässt bei äußeren Hautanwendungen keine oder nur leichte Fremdkörperreaktionen 
erwarten. Bei Anwendung von HA zum kosmetischen Auffüllen von Falten treten ledig-
lich bei 0,02-0,4% der Patienten Fremdkörpergranulome auf. Als Ursache für die 
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Entstehung von Fremdkörpergranulomen werden Partikel angesehen, die von Makropha-
gen nicht phagozytiert werden können (Lee und Kim 2015). Die als Filler gespritzten 
HA-Produkte sollen möglichst lang in der Haut verbleiben und nur langsam von körper-
eigenen Enzymen abgebaut werden. Im Fall der Cryogele hingegen ist zu Beginn eine 
ausreichende Stabilität erwünscht, um als Leitstruktur für den Wundverschluss zu dienen. 
Im weiteren Verlauf sollen die Gele entweder nach Epithelialisierung wieder entfernt o-
der in das Gewebe integriert werden und dadurch wie die physiologische ECM dem Ab-
bau und der Organisation unterliegen. 
Die HA der Cryogele kann durch körpereigene Hyaluronidasen abgebaut werden.  
Bei den Acrylverbindungen zwischen den Hyaluronsäuremolekülen ist hingegen keine 
enzymatische Degradation möglich. Eine Publikation zur Untersuchung von polyethyl-
enbasierten Polyacrylaten zeigt jedoch, dass Acrylverbindungen in vivo durch Hydrolyse 
aufgespalten werden können. Ein vollständiger Abbau der Cryogele ist demnach in vivo 
wahrscheinlich möglich, jedoch nicht mit Sicherheit zu erwarten. 
Die vorgelegten Untersuchungen zur Porengröße in Abhängigkeit der Zeit, zeigen eine 
dezente, aber signifikante Vergrößerung, die vermuten lässt, dass ein Abbau der Gelstruk-
tur stattgefunden hat. Dennoch waren keine bedeutenden Veränderungen in der Stabilität 
zum Ende des Beobachtungszeitraums von 4 Wochen zu erkennen.   
Zusammenfassend stellen die hier verwendeten Cryogele aus HA eine physiologische 
Grundlage für die Kultivierung von Fibroblasten in vitro dar. Die grundlegenden Eigen-
schaften der Gele sowie die durch in vitro Kultur gewonnen Ergebnisse lassen eine ebenso 
vielversprechende Anwendung in vivo vermuten.  
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5.4. Der Einfluss von TGF-β 1 und PDGF-BB auf den Matrixstoffwechsel der Fib-
roblasten 
Um ihre Aufgabe als Leitstruktur in vivo erfüllen und die Wundheilung fördern zu kön-
nen, müssen Biomaterialien das natürliche Gewebsmilieu imitieren und die Wirkung re-
levanter Zytokine unterstützen können. Aus diesem Grund wurde beispielhaft die Wir-
kung von zwei wichtigen, wundheilungsgassoziierten Faktoren auf Fibroblasten bei Kul-
tivierung in den Cryogelen getestet. TGF-β 1 und PDGF-BB spielen für alle Wundphasen 
eine bedeutende Rolle und sind in verschiedene Prozesse involviert.  
Da die TGF-β 1 Konzentration in chronischen Wunden vermindert ist, wird angenom-
men, dass ein kurzzeitiges Anfluten im Wundgebiet essenziell ist (Barrientos et al. 2008; 
El Gazaerly et al. 2013; Jude et al. 2002). 
Für einen adäquaten Wundverschluss ist auch das korrekte Zusammenspiel der Zytokine 
bedeutsam. TGF-β 1 hat in Abwesenheit anderer Faktoren vor allem einen stimulativen 
Effekt auf die Migration von Zellen und wirkt antiproliferativ (Zambruno et al. 1995; 
Coffey, JR. et al. 1988). In Anwesenheit von PDGF-BB kehrt sich dieser Effekt um und 
TGF-β stimuliert die Proliferation (Ishikawa et al. 1990). Dieser Einfluss ist auf eine 
Überschneidung der Signalwege von PDGF-BB und TGF-β 1 zurückzuführen (Porsch et 
al. 2014a).  
Da TGF-β 1 und PDGF-BB für die Neubildung der ECM und anschließende Reorganisa-
tion eine wichtige Rolle spielen, kehrt die Konzentration im Wundgebiet erst mit dem 
vollständigen Verschluss der Wunde auf ihr basales Niveau zurück. 
Aus der Literatur ist ein induktiver Effekt von TGF-β 1 auf die Expression des Coll-1 
Gens bekannt (Ghosh et al. 2000). In Übereinstimmung mit der genannten Literatur führt 
die Applikation von TGF- β 1 zu einer Expressionssteigerung im HA-Cryogel.  
Bei Kultivierung von Fibroblasten in einem 3D-Kollagengel wird hingegen die Expres-
sion von Coll-1 durch das umgebende Kollagen mittels eines negativen Feedback-Loop-
Mechanismus reduziert (Mauch et al. 1989). Die Zugabe von TGF- β 1 in das Kulturme-
dium führte in dieser Arbeit auch nicht zu einer Aufhebung dieser Wirkung.  
Die Ergebnisse der Literaturrecherche in Bezug auf den Einfluss von PDGF-BB auf die 
Expression von Coll-1 stellen kein einheitliches Bild dar, jedoch lassen sich die hierfür 
ursächlichen Faktoren nicht eindeutig identifizieren (Tan et al. 1995; Thomopoulos et al. 
2005; Lepisto et al. 1995)  
Einen möglichen Erklärungsansatz liefern Ivarsson et al. (1998), die in Abhängigkeit vom 
Untergrund, auf dem die Zellen kultiviert wurden, eine gesteigerte, verminderte oder 
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nicht veränderte Genexpression nachwiesen. Ein weiterer Faktor für eine divergente Wir-
kung von PDGF-BB in den Studien ist der Zusatz von Kälberserum zum Kulturmedium 
(Tan et al. 1995). In den hier durchgeführten Versuchen konnte sowohl im Kollagen- als 
auch im HA-Cryogel eine PDGF-BB vermittelte Hemmung der Coll-1 Expression gezeigt 
werden.  
Neben der Kollagensynthese ist auch der Aufbau weiterer ECM Produkte, wie beispiels-
weise der Hyaluronsäure, essenziell für den Wundverschluss. Das Enzym HAS-2 ist für 
den Aufbau der HA verantwortlich, indem es die Bausteine miteinander verknüpft. Carre 
et al. (2010) zeigten, dass eine Stimulation mit TGF-β 1 bei fetalen Fibroblasten zu einer 
erhöhten und bei adulten Fibroblasten zu keiner oder einer verminderten Expression des 
HAS-2 Gen führt. Die Auswertung der Genexpression von HAS-2 bei Kultivierung in 
Kollagen- und HA-Gelen nach Behandlung mit TGF-β 1 zeigt ebenfalls keine signifi-
kante Veränderung im Vergleich zur Kontrolle.  
Die Zugabe von PDGF-BB führte in Übereinstimmung mit der Literatur in beiden Gelty-
pen zu einer schnellen, aber nur kurz andauernden Induktion der HAS-2-Expression (Kim 
et al. 2014). 
Für das funktionelle und ästhetische Ergebnis der Wundheilung kommt dem Prozess der 
Reorganisation der ECM eine zentrale Rolle zu. Hauptverantwortlich sind dafür MMPs, 
insbesondere die hier untersuchte MMP-1. Die konstant aktivierte Expression des MMP-
1 Gens ist ein charakteristisches Merkmal einer chronischen Wunde (Caley et al. 2015).  
In der Vergangenheit durchgeführte in vitro Untersuchungen zur Wirkung von TGF-β auf 
dermale Fibroblasten, weisen eine TGF-β induzierte Hemmung der MMP-1 Expression 
nach (Yuan und Varga 2001). Ein solcher Effekt konnte weder im Kollagen- noch im 
HA-Cryogel nachgewiesen werden. Vielmehr scheint TGF-β im Kollagengel seine Wir-
kung umzukehren und synergistisch zum umgebenden Kollagen zu fungieren, das die 
Expression von MMP1 triggert (Mauch et al. 1989). Im HA-Cryogel unterscheidet sich 
die Expression nicht von der in der unbehandelten Kontrolle. In der Literatur findet sich 
ein abschwächender Effekt von Hyaluronsäure auf die Wirkung von TGF-β 1, der mög-
licherweise für das hier auftretende Außerkraftsetzen verantwortlich ist (Ito et al. 2004). 
Des Weiteren bleibt offen, ob und inwieweit die 3-Dimensionalität der Gele im Vergleich 
zur von Yuan und Varga (2001) verwendeten Monolayerkultur eine Rolle spielt.  
PDGF stimuliert in vitro zunächst die Expression von MMP-1. In der Arbeit von Tan et 
al. (1995) wurde das Maximum nach 96 Stunden erreicht. Bei längerer Exposition redu-
zierten sich die mRNA Level wieder, wie es auch bei der physiologischen Heilung nach 
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Verschluss der Wunde der Fall ist. Im Kollagen- und HA-Cryogel fand ein PDGF-BB 
vermittelter Anstieg der MMP-1 Expression statt. Im HA-Cryogel war ein Absinken be-
reits nach 96 Stunden ersichtlich, während im Kollagengel voraussichtlich die Beobach-
tungszeit zu kurz war.  
Im Vergleich zur Wundheilung, die bekanntermaßen in komplexer Regulation vieler Zell-
typen verläuft, können Monokulturen neben der Applikation von Zytokinen nur durch die 
Zusammensetzung und die physikalischen Eigenschaften der umgebenden Matrix beein-
flusst werden. 
Die in der Literatur beschriebenen Effekte von TGF-β 1 und PDGF-BB auf Monokulturen 
konnten im Wesentlichen reproduziert werden. Die Zugabe der Wachstumsfaktoren 
führte wie gewünscht zu adäquaten Reaktionen der Fibroblasten, die im Vergleich zum 
Kollagengel teilweise sogar effizienter waren.  
Die Untersuchung der Expression von Coll-1, HAS-2 und MMP-1 bestätigen, dass bei 
der Kultur von Fibroblasten in Cryogelen aus HA eine Regulation der Matrixsynthese 
und –ablagerung stattfindet.  
 
5.5. Mögliche Anwendungs- und Entwicklungsmöglichkeiten für Cryo-
gele aus Hyaluronsäure 
Aufgrund der strukturellen und funktionellen Eigenschaften, die durch diese Arbeit de-
monstriert werden, ergeben sich für die hier verwendeten Cryogele aus HA diverse An-
wendungsmöglichkeiten.  
Die Bestrebungen der Forschung, sich weg von der Monolayerkultur und hin zur Etablie-
rung der mehrdimensionalen Zellkultur zu entwickeln, benötigen die Entwicklung einer 
artifiziellen ECM, die durch ihre Zusammensetzung und ihren 3-dimensionalen Aufbau 
die physiologische ECM imitieren kann. Auf diese Weise sollen die durch in vitro Unter-
suchungen gewonnen Daten besser auf die Verhältnisse in vivo übertragbar sein (Pampa-
loni et al. 2007).  
Unter dem Namen epiCS® ist bereits eine künstlich hergestellte Rekonstruktion der Epi-
dermis von der Firma CellSystems auf dem Markt erhältlich. Laut Herstellerangaben 
kann sie als Alternative für den Tierversuch zur Untersuchung der Verträglichkeit von 
Pharmazeutika und Chemikalien zur Anwendung auf der Haut dienen. Potenziell auftre-
tende Effekte auf tiefer gelegene, dermale Anteile der Haut können mit diesem Produkt 
hingegen nicht untersucht werden. Des Weiteren besteht epiCS® nur aus Keratinozyten, 
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wodurch eine Wirkung auf andere Zelltypen in der Haut wie Fibroblasten, Endothelzellen 
oder auch neuronale Zellen nicht abgeschätzt werden kann.  
Aus der Literatur ist bekannt, dass sich Gele aus HA für die Kultur verschiedener Zellty-
pen eignen. Die hier untersuchten Cryogele aus HA könnten sich daher zur Herstellung 
eines multizellulären Gewebemodells zum Einsatz in der Forschung eignen, das neben 
epidermalen auch dermale Strukturen abbilden kann.  
Ursprünglich basierte die Entwicklung der HA-Cryogele jedoch auf dem Ziel der klini-
schen Anwendung beim Patienten zur Unterstützung der Wundheilung. Prinzipiell sind 
hier sowohl der Einsatz als Dermisersatz als auch die Anwendung als hydroaktive Wund-
auflage denkbar.  
Im Vordergrund steht bei Dermisersatzmaterialien die Funktion als Leitstruktur für die 
Einwanderung von Zellen. Ziel soll letztlich die gleichmäßige Besiedelung der aECM 
und idealerweise die Integration in das dermale Gewebe sein. Zu diesem Zweck muss die 
künstlich hergestellte Matrix in ihrer Zusammensetzung und ihrem 3-dimensionalen Auf-
bau die physiologische ECM imitieren, damit die Zellen darin adhärieren, proliferieren 
und ihrer normalen Funktion nachkommen können.  
Demgegenüber sollen Wundauflagen nicht besiedelt und in den Gewebeverband aufge-
nommen werden. Sie dienen vor allem dem Schutz vor äußeren Einflüssen, der Aufnahme 
von Wundexsudat und der Generierung eines feuchten Wundmilieus, das die Heilung 
fördert. Der Wundverschluss erfolgt unter dem Verbandsmaterial, das regelmäßig ge-
wechselt werden muss oder bei Heilung abfällt.  
Dermisersatzpräparate werden hauptsächlich bei der Versorgung großflächiger Brandver-
letzungen eingesetzt, wenn eine Hauttransplantation nicht möglich ist. Neuere Studien 
zeigen eine Überlegenheit von Epidermis- bzw. Dermisersatzmaterialien im Vergleich 
zur Transplantation von Spalthaut hinsichtlich des funktionellen und ästhetischen Ergeb-
nisses (Nicoletti et al. 2015).  
Die Cryogele sollten bei der Anwendung als Dermisersatz eine Dicke von 1-2mm auf-
weisen, um im Hautniveau zu verbleiben und ein ästhetisch möglichst ansprechendes Re-
sultat zu erreichen. Auf diese Weise sind gleichzeitig die zurückzulegende Strecke für die 
Zellen sowie die Menge an Fremdmaterial, das abgebaut werden muss, limitiert.  
Die zusätzliche Applikation von Fibrinkleber könnte von Vorteil sein, um eine bessere 
Anheftung der Cryogele an der Wunde zu ermöglichen und die Einwanderung von Zellen 
zu begünstigen. Bei Hauttransplantationen kann der Einsatz von Fibrinkleber das An-
wachsen des Transplantats unterstützen und die Rate an Untergängen reduzieren (Butts 
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et al. 2015; Perez-Guisado et al. 2011). Die Herstellung kann kosteneffektiv aus Patien-
tenplasma erfolgen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die Verwendung von auto-
logem Material, das keine Abstoßungsreaktionen hervorruft (Buckley et al. 1999). 
Zur Unterstützung und Beschleunigung der Wundheilung könnten die Gele zusätzlich vor 
der Applikation mit Patientenzellen in vitro kultiviert werden (Lazarus et al. 2014).  
Sowohl für die Anwendung als Dermisersatz als auch für den Einsatz als Wundauflage 
sollte in Erwägung gezogen werden, die Gele mit einer zusätzlichen semipermeablen 
Schicht zu versehen. Im Fall von Hyalomatrix und Integra ist dies durch eine Silikon-
membran realisiert worden. Sie verhindert eine Kontamination der Wunde sowie einen 
Flüssigkeitsaustritt aus dem Verband, ohne die Belüftung der Wunde zu unterbinden.  
Letzteres spielt insbesondere bei der Anwendung der Cryogele als Wundauflage eine ent-
scheidende Rolle.  
In der leitliniengerechten Versorgung von akuten Brandverletzungen und chronischen 
Wunden kommen vor allem hydroaktive Wundauflagen, zu denen auch die HA-Cryogele 
zählen, zum Einsatz. Dies ist dadurch begründet, dass sie die Aufnahme von Wundexsu-
dat gewährleisten, ohne die Wundränder auszutrocknen oder zu schädigen. Gleichzeitig 
erzeugen sie am Wundgrund ein feuchtes Milieu, das die physiologische Heilung unter-
stützt (Heyer und Augustin 2014). 
Als temporäres Wunddressing sollten etwas dickere Cryogele (Dicke 3-5mm) zum Ein-
satz kommen, um eine adäquate Resorption des Wundexsudats zu gewährleisten. Darüber 
hinaus sind sie stabiler und lassen sich dementsprechend beim Verbandwechsel leichter 
wieder entfernen, aber dennoch flexibel genug sich den Konturen der Wunde anzupassen.  
Bakterielle Infektionen und schlechte Durchblutung sowie ein damit einhergehender 
Nährstoffmangel dramatisieren eine Wundsituation und resultieren nicht selten in einer 
chronischen Wunde. Die Kombination der HA-Cryogele mit desinfizierenden und anti-
biotischen Agenzien sowie mit Nährstoffen könnte den Wundheilungsprozess positiv be-
einflussen (Matsuno et al. 2006; Wolcott 2015; Rojas und Phillips 1999; Lazareth et al. 
2007). Die therapeutisch wirksamen Moleküle sollen dafür an die Struktur des Cryogels 
binden und kontinuierlich freigesetzt werden. Unter physiologischen Bedingungen ist HA 
negativ geladen. Aus diesen Ladungsverhältnissen ergibt sich die Möglichkeit einer Bin-
dung positiv geladener Moleküle an die Gelstruktur und einer kontinuierlichen Abgabe 
(Liao et al. 2005) 
HA wird in verschiedenen Formulierungen bereits erfolgreich als Trägersystem für di-
verse Medikamente getestet (Tripodo et al. 2015; Pitarresi et al. 2013; Yang et al. 2015). 
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In den zahlreichen Studien findet sich auch eine Untersuchung zur Applikation von An-
tibiotika mittels eines Hydrogels auf HA-Basis, die nahe legt, dass potenziell auch die 
hier verwendeten Cryogele aus HA derartig modifiziert werden könnten (Pitarresi et al. 
2013). In Zukunft wäre auf diese Weise auch eine gezielte Therapie von Wunden mit 
Wachstumsfaktoren mit Hilfe der Cryogele denkbar. Eine solche Anwendung muss aller-
dings kritisch beurteilt werden, da die Applikation das Risiko für eine maligne Entartung 
erhöht. TGF-β 1 ist häufig Gegenstand der Tumorforschung, da es die Metastasierung 
von verschiedenen Tumoren durch Aktivierung der epithelialen-mesenchymalen Trans-
formation begünstigen kann (Wilkins-Port und Higgins 2007). PDGF-BB war der einzige 
bereits unter dem Namen Becaplermin zugelassene Wachstumsfaktor, jedoch wurde er 
aufgrund einer erhöhten Rate von Tumoren nach Therapie wieder vom Markt genommen. 
So lange die Mechanismen der Zytokin-vermittelten Zellentartung nicht ausreichend ge-
klärt sind, ist die erneute Zulassung eines Wachstumsfaktors für die Wundbehandlung in 
Deutschland unwahrscheinlich.  
Durch zahlreiche Modifikationen kann eine unterschiedliche Funktionalisierung und da-
mit eine vielseitige Anwendung sowohl in der Klinik als auch in der Forschung für die 
hier untersuchten Cryogele aus HA ermöglicht werden.  
 
5.6. Klinische Relevanz der Cryogele in Anlehnung an die derzeitig gültigen Leitli-
nien 
Klinische Behandlungsleitlinien dienen Ärzten als Orientierungs- und Entscheidungs-
hilfe, um für einen Patienten die bestmögliche Therapie auszuwählen. Sie werden auf der 
Grundlage aktueller Evidenzen von der AWMF formuliert, regelmäßig aktualisiert und 
herausgegeben. Auf diese Weise definieren die aktuellen Behandlungsleitlinien die Rele-
vanz neu entwickelter Medikamente und medizinischer Materialien in der klinischen Pra-
xis. Die darin festgehaltenen Behandlungskriterien sollten daher für die Entwicklung 
neuer Methoden und Materialien zur Unterstützung der Wundheilung beachtet werden.  
 
Die Leitlinien zur Therapie thermischer Verletzungen empfehlen bei leichten Verletzun-
gen bis einschließlich zum Grad 2a die konservative Therapie mit Salben und Verbänden, 
ab 2b ein chirurgisches Vorgehen mit anschließender Deckung durch Spalthaut oder bei 
großflächigen Wunden durch den Einsatz synthetischer und biologischer Hautersatzma-
terialien. Hier könnten die Gele sowohl als Wundauflage als auch als Hautersatzmaterial 
Verwendung finden.  
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Die Leitlinien zur topischen Therapie chronischer Wunden hat Kriterien zur Auswahl ei-
ner geeigneten Wundauflage definiert, die in Tabelle 32 festgehalten sind. Hieraus geht 
hervor, dass die ideale Therapie eine hydroaktive Wundauflage ist, die sich an die indivi-
duellen Bedürfnisse des Patienten und der Wunde anpassen lässt.  
Bei chronischen Wunden, die zu Beginn der Behandlung in aller Regel einen exsudativen 
Charakter und häufig Fibrinbeläge aufweisen, steht die Aufnahme des Wundsekrets im 
Vordergrund ohne gleichzeitig die Wunde auszutrocknen.  
 
 
 
Kriterien zur Auswahl von Wundauflagen und topischen Anwendungen 
 
Gemeinsam mit dem Patienten getroffene Entscheidung für eine Therapiemaßnahme 
auf Grundlage seiner individuellen Präferenzen und der allgemeinen Therapieziele 
Berücksichtigung der Erfordernisse der Wundsituation 
Berücksichtigung der Wirtschaftlichkeit 
Erhaltung und Schaffung eines physiologisch feuchten Milieus am Wundgrund 
Vermeidung von Flüssigkeitsaustritt aus dem Verband 
Regelmäßige Durchführung von Verbandswechseln, angepasst an die Grunderkran-
kung, Erfordernisse der Wunde und Ziele des Patienten 
Vermeidung von Schmerzen 
Praktikabilität für den Patienten 
Vermeidung von Mazeration und Austrocknung des Wundrandes und der Wundumge-
bung 
Erhalt der Haut-Barrierefunktion ggf. durch zusätzliche Schutz- und Pflegemaßnah-
men 
Berücksichtigung der Haftstärke, Exsudataufnahme- und Exsudatrückhaltefähigkeit 
der Materialien 
Allergie und Verträglichkeit 
Tabelle 32: S3-Leitlinie „Lokaltherapie chronischer Wunden bei Patien ten mit den Risi-
ken periphere arterielle Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, chronisch venöse Insuf-
fizienz“ (Deutsche Gesellschaft für Wundheilung und Wundbehandlung e.V. 2012)  
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Bei Brandverletzungen muss in der Akutphase der Flüssigkeitsverlust minimiert und der 
damit verbundene, bereits im Vorfeld beschriebene Circulus vitiosus, durchbrochen wer-
den, um einen weiteren Gewebeuntergang zu verhindern. Die Cryogele sind bei Anwen-
dung als Wundauflage möglicherweise in der Lage einen physiologisch feuchten Wund-
grund zu schaffen und gleichzeitig Wundexsudat aufnehmen sowie bei Bedarf auch wie-
der Flüssigkeit abgeben zu können. Ihre feuchtigkeitsspendende Eigenschaft ist der 
Grund für die häufige Anwendung von HA in kosmetischen Cremes. Bei Anwendung der 
Cryogele zur Wundbehandlung könnte die enthaltene HA die empfindlichen Wundränder 
möglicherweise nicht nur vor dem Austrocknen schützen, sondern sogar pflegen. Die 
Pflege und Protektion der Wundränder ist bedeutend, da die Stimulation von randständi-
gen Zellen und deren Einwanderung in das Wundgebiet für die Wundheilung essentiell 
sind (Gurtner et al. 2008). 
Aufgrund des physiologischen Vorkommens von HA in der dermalen ECM sollten die 
Gele auch bei längerer Verweildauer gut verträglich sein. Auf dieser Grundlage können 
die Abstände zwischen den Verbandswechseln individuell an die Erfordernisse der 
Wunde sowie an die Wünsche und Ziele des Patienten angepasst werden. 
Von besonderer Bedeutung ist eine gute Akzeptanz durch das umgebende dermale Ge-
webe bei Anwendung der Cryogele als Hautersatzmaterialien, die als Leitstruktur für die 
Besiedelung umgebender Zellen fungierend die Wundheilung unterstützen.  
Gleichzeitig sollen diese Materialien genauso wie die Wundauflagen als Abdeckung die-
nen, um die Barrierefunktion der Haut aufrechterhalten und vor Kontaminationen schüt-
zen zu können. Diese Funktion wäre bei den Cryogelen nur durch Kombination mit einer 
semipermeablen Membran, wie beispielsweise einer Silikonschicht, realisierbar. Auf 
diese Weise ließe sich auch ein Austritt von Wundexsudat aus dem Verband verhindern.  
Da die Cryogele aufgrund der hydroaktiven Eigenschaften wahrscheinlich nur minimal 
am Wundgrund haften, ist ein Verbandswechsel für den Patienten nicht so schmerzhaft. 
Für die Anwendung als Hautersatzmaterial ist die geringe Adhäsion von Nachteil, wes-
halb die Cryogele zu diesem Zweck anders funktionalisiert werden müssten. Hier könnte, 
wie bereits erwähnt, die Kombination mit Fibrinkleber sinnvoll sein.  
Durch Kombination mit verschiedenen Medikamenten und Vorkultivierung mit Patien-
tenzellen lassen sich die Cryogele noch besser an die Erfordernisse der vorliegenden 
Wundverhältnisse anpassen und könnten so die Wundheilung beschleunigen. Die Leitli-
nien zur Therapie thermischer Verletzungen empfiehlt die Verwendung von Keratinozy-
ten zur Unterstützung der Heilung bei drittgradigen Verbrennungen. Eine verkürzte 
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Behandlungsdauer würde die Lebensqualität des Patienten entscheidend verbessern und 
zudem die Behandlungskosten verringern.  
Zusammenfassend könnten die HA-Cryogele eine denkbare Möglichkeit für die leitlini-
engerechte Lokaltherapie sowohl von chronischen Wunden als auch von Brandverletzun-
gen darstellen.  
 
5.7. Fazit 
Die erhobenen Ergebnisse dieser Dissertation zeigen, dass die Zusammensetzung, Struk-
tur und damit verbundenen grundlegenden Eigenschaften die Cryogele zu einem geeig-
neten Substrat für die 3-dimensionale in vitro Kultur von Fibroblasten machen. Aus der 
Literatur ist bekannt, dass eine Besiedelung ähnlich gearteter Hydrogele auch mit anderen 
Zelltypen möglich ist.  
Daraus ergeben sich Optionen sowohl für die Anwendung im klinisch-therapeutischen 
Bereich als auch in der Forschung. Die statistischen Daten verdeutlichen den Innovati-
onsbedarf für die Therapie chronischer Wunden und für Alternativen zu Voll- und Spalt-
hauttransplantaten bei der Behandlung großflächiger Brandverletzungen. Um für die Be-
handlung beider Wundentitäten in Betracht zu kommen, müssen Materialien zur Wund-
versorgung den Anforderungen der aktuellen Therapieleitlinien gerecht werden.  
Aufgrund des natürlichen Vorkommens von Hyaluronsäure im dermalen Gewebe und der 
Möglichkeit dem körpereigenen Um- und Abbau unterworfen werden zu können, haben 
die Cryogele entscheidende Vorteile gegenüber bereits zugelassener Materialien, die syn-
thetischen oder tierischen Ursprungs sind und nicht selten Allergien oder Fremdkörper-
reaktionen hervorrufen. Weitere Eigenschaften der Cryogele lassen vermuten, dass sie 
mit Hilfe einiger Modifikationen den Kriterien der Leitlinien entsprechen könnten.  
Die 2-dimensionale Monolayerzellkultur stößt als Forschungsmedium immer dann an 
ihre Grenzen, wenn die erhobenen Ergebnisse nicht auf die Verhältnisse in vivo übertrag-
bar sind. 3-dimensionale Zell-Zell- und Zell-Matrixkontakte sind die Grundlage für eine 
korrekte Zellfunktion, weswegen die Forderung nach einer Matrix für den Einsatz in der 
Zellforschung, die die physiologischen Verhältnisse so gut wie möglich abbilden kann, 
immer präsenter wird. Die Besiedlung der Cryogele aus Hyaluronsäure und anschlie-
ßende Untersuchung mit unterschiedlichen Methoden erwies sich im Wesentlichen als 
unkompliziert. Darüber hinaus zeigten die ausgesäten Fibroblasten eine adäquates 
Wachstums- und Matrixsyntheseverhalten, weswegen eine Nutzung zu Forschungszwe-
cken denkbar erscheint. Die gewonnen Erkenntnisse sowie die in der Diskussion 
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behandelte Literatur und aufgezeigten Möglichkeiten zur Weiterentwicklung der Cryo-
gele bilden die Basis für die Planung weiterer und richtungsspezifischerer Untersuchun-
gen.  
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In Deutschland erleiden jährlich knapp 3.000 Menschen schwere Verbrennungen, rund 
16 Millionen chirurgischen Eingriffe werden durchgeführt und es leben geschätzt 4 Mil-
lionen Menschen mit einer chronischen Wunde.  
Die physiologische Wundheilung ist ein komplizierter Prozess, der in mehreren charak-
teristischen Phasen verläuft. Die Koordination und Regulation erfolgen dabei durch ein 
komplexes Zusammenspiel aus zellulären und extrazellulären Bestandteilen. Ist diese In-
teraktion gestört oder sind Wunden tief und großflächig, kann die Heilung prolongiert 
sein oder sogar ausbleiben, was in einer chronischen Wunde resultieren kann.  
Großflächige Brandwunden nehmen eine Sonderstellung ein und stellen Mediziner vor 
andere Herausforderungen. Die Akutphase ist gekennzeichnet durch eine massive Aus-
schüttung von Entzündungsmediatoren, die einen weiteren Gewebsuntergang und eine 
erhöhte Gefäßpermeabilität bedingt. Letzteres hat einen kreislaufwirksamen Flüssigkeits-
verlust und nicht selten eine Schocksymptomatik zur Folge. Nach der Stabilisierung der 
Situation kann die eigentliche, oft langwierige Wundbehandlung erfolgen. Die präferierte 
Methode zur Wunddeckung ist die Anwendung von autologen Spalt- oder 
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Vollhauttransplantaten. Jedoch sind bei ausgedehnten Verletzungen die Entnahmemög-
lichkeiten limitiert.  
Langsam oder schlecht ausheilende Wunden sowie damit verbundene funktionelle Ein-
schränkungen sind eine Belastung und führen daher nicht selten zu psychischen Komor-
biditäten, Stigmatisierung und sozialer Isolation der Patienten.  
Trotz zahlreicher Therapiemöglichkeiten sind die Behandlungszeiten sehr lang und das 
funktionelle sowie ästhetische Ergebnis häufig nicht zufriedenstellend.  
Daher hat sich die wissenschaftliche Arbeit in den letzten Jahren mit der Lösung dieser 
Problemsituation beschäftigt. Das Verbundprojekt TRR 67, in dessen Rahmen die vorlie-
gende Dissertation erstellt wird, hat sich dabei auf die Entwicklung von funktionellen 
Biomaterialien konzentriert. Diese Materialien sollen durch ihren Aufbau die Eigenschaft 
besitzen, körpereigene Strukturen zu imitieren, um auf diese Weise selbstorganisierte 
Prozesse, wie beispielsweise die Wundheilung, positiv zu beeinflussen. Auf dem Markt 
sind bereits einige solcher Biomaterialien erhältlich und werden erfolgreich in der Klinik 
eingesetzt.  
Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine erste Bewertung eines neu entwickelten Cryogels 
auf Basis von acrylierter HA für den Einsatz als künstliche ECM zur Unterstützung des 
Wundheilungsprozesses.  
Zu diesem Zweck wurden die Cryogele bis zu einer Dauer von 4 Wochen mit Fibroblas-
ten, die neben Keratinozyten, Endothel- und Immunzellen eine besondere Rolle für den 
Wundverschluss spielen, kultiviert. Dadurch konnten grundlegende Erkenntnisse hin-
sichtlich der Proliferation, Migration und Matrixsynthese gewonnen werden Ein maßgeb-
licher Bestandteil war dabei auch die Untersuchung der Genexpression von Coll-1, HAS-
2 und MMP-1 nach Stimulation mit den wundheilungsassoziierten Zytokinen TGF-β und 
PDGF-BB. Die Produkte der drei Gene spielen für den Wundheilungsprozess eine ent-
scheidende Rolle, da sie wesentlich am Auf- und Umbau der ECM beteiligt sind. 
In der Versuchsplanung wurden die Auswirkungen auf Morphologie und Funktion der 
Fibroblasten bei 3-dimensionaler Kultur im Vergleich zur 2-dimensionalen Monolayer-
kultur berücksichtigt. Um eine bestmögliche Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde aus 
diesem Grund ein 3-dimensionales Kollagengel als Kontrollmodell genutzt.  
Die Ergebnisse spiegeln ein physiologisches Verhalten von Fibroblasten bei Kultur in den 
Cryogelen wider. Die Zellen adhärieren an der Gelstruktur, proliferieren und verteilen 
sich im Cryogel, indem sie in die Tiefe wandern. In den mikroskopischen und makrosko-
pischen Färbungen zeigt sich eine kontrollierte Neusynthese von ECM. Die Applikation 
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von TGF-β und PDGF-BB führt zu einer adäquaten Reaktion der Fibroblasten und einer 
Regulation des Matrixstoffwechsels. Die Ergebnisse sind mit denen aus einem 3-dimen-
sionalen Kollagengelmodell vergleichbar und stimmen im Wesentlichen mit der Literatur 
zur Wirkung der beiden Zytokine auf Monolayerkulturen von Fibroblasten überein. Mes-
sungen zeigen eine leichte Zunahme der Porengröße der Cryogele im zeitlichen Verlauf, 
was möglicherweise auf einen Abbau durch die Fibroblasten hindeutet. Die Stabilität der 
Gele wird dadurch jedoch nicht merklich beeinflusst. Die Durchführung der Versuche 
gestaltete sich unkompliziert, nicht zuletzt aufgrund der hohen Kapazität der Cryogele, 
Flüssigkeiten zu absorbieren. Es zeigte sich, dass eine Lagerung der Gele bei 4°C in ste-
rilem PBS problemlos auch über einige Wochen möglich ist.  
Durch ihre Zusammensetzung und grundlegende Struktur sowie den damit verbundenen 
Eigenschaften ergeben sich Anwendungsmöglichkeiten sowohl im klinisch-therapeuti-
schen Bereich als auch in der Forschung.  
Die Zellforschung kommt bei Verwendung von 2-dimensionalen Kulturmodellen häufig 
an ihre Grenzen, da die gewonnen Erkenntnisse häufig nicht auf die Verhältnisse in vivo 
übertragbar sind. Daher wird eine künstliche Matrix benötigt, die die native ECM imitie-
ren kann und auf diese Weise ein physiologisches Wachstum und Verhalten der kultivier-
ten Zellen ermöglicht. Die in dieser Arbeit untersuchten Cryogele aus HA erwiesen sich 
als geeignetes Substrat zur 3-dimensionalen in vitro Kultur und Untersuchung von Fib-
roblasten und könnten daher eine geeignete Matrix für die Anwendung in der Forschung 
sein.  
In der leitliniengerechten Therapie chronischer Wunden und akuter Brandverletzungen 
könnten die Cryogele als hydroaktive Wundauflagen zum Einsatz kommen. Im Sinne ei-
nes Hautersatzmaterials als Alternative zu Spalt- oder Vollhauttransplantaten könnten die 
Cryogele auch bei der Behandlung von Brandwunden in der postakuten Phase in Frage 
kommen. Es sind jedoch noch einige Modifizierungen nötig, um den Kriterien der Be-
handlungsleitlinien gänzlich zu entsprechen und in der klinischen Praxis Anwendung fin-
den zu können. Ein Vorteil gegenüber herkömmlichen Produkten ist die Möglichkeit der 
Individualisierung der Therapie durch Vorkultur der Cryogele mit Patientenzellen.  
Ziel dieser Arbeit war eine erste Einschätzung der Cryogele sowie das Aufzeigen von 
Optionen zur praktischen Anwendung. Die Gele erwiesen sich als geeignete Möglichkeit 
zur Kultur von Fibroblasten, die darin anwachsen, proliferieren und ECM ablagern.  
  
VIII 
 
Die gewonnen Erkenntnisse sollen als Grundlage für Veränderungen im Sinne einer Wei-
terentwicklung und Funktionalisierung sowie der Planung weiterer Untersuchungen die-
nen.  
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